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Referat: 
Ein wichtiges Therapiekonzept in der Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und 
Halsbereiches (HNSCC) stellt die Chemotherapie dar. Durch Kombinations-Chemotherapien können 
insbesondere in der Behandlung fortgeschrittener Malignome verbesserte Ergebnisse hinsichtlich einer 
Reduktion der Rezidiv- und Metastasierungsraten als auch hinsichtlich eines längerfristigen Organerhalts 
erzielt werden. Allerdings resultiert häufig ein erhöhtes Nebenwirkungsprofil mit schweren Akut- und 
Spättoxizitäten. In dieser Dissertation wurden– in Analogie zu in der Therapie von HNSCC genutzten 
Behandlungskonzepten von HNSCC – ex vivo in Chemosensitivitätstestungen die Effektivität von 5-
Fluorurazil (F) allein und in seiner Interaktion mit Cisplatin (P) und Docetaxel (T) untersucht. Zuvor 
wurde das konzentrationsabhängige Wirkprofil von F sowie PF und TF auf KB-Zellen bestimmt. Für die 
Durchführung dieser Testungen wurden zwei unterschiedliche Testsysteme, das Zellanalysegerät Casy 
TT® sowie der modifizierte MTT-Test (nach Mosmann), verwendet und deren Kongruenz erprobt. 
Anschließend wurden mit naiven Tumorproben von HNSCC standardisierte und qualitätskontrollierte 
Chemoresponsetestungen zur Bestimmung des Interaktionsmodus von F, P und T unternommen. Die 
Auswertung erfolgte über die mikroskopische Auszählung der Koloniebildung nach dreitägiger 
Inkubation. Durch den Einsatz serieller Dosen allein und in binären (TP, TF, PF) und ternären 
Mischungen (TPF) unterschiedlicher Konzentrationsverhältnisse wurden Optimierungspotentiale 
aufgedeckt, indem entsprechend des größten erzielbaren Effekts (dose level und dose ratio) günstige 
Kombinationen ermittelt wurden. Es konnte gezeigt werden, dass es innerhalb der unterschiedlichen 
Mischungen bzgl. Dosisverhältnis und Dosislevel starke Effektunterschiede gibt. Konkret bedeutet das 
für die meisten HNSCC, dass einerseits die T-Konzentration nicht zu hoch gewählt werden darf, 
andererseits aber die P-Konzentration gegensätzlich zu den Verhältnissen bezüglich T nicht unterhalb der 
Hälfte der maximal tolerierbaren Plasmakonzentrationen gewählt werden darf, um nicht über ein 
ungünstiges Zusammenwirken der durch die Therapeutika bewirkten Effekte die Gesamtwirksamkeit zu 
beeinträchtigen. 5-FU führt ex-vivo grundsätzlich zu einer Verstärkung der Tumor-supprimierenden 
Effekte der Zytostatika P und T in binären (PF oder TF) und ternären Kombinationen (TPF). Der Verzicht 
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Unter Kopf-Hals-Malignomen wird eine Vielzahl von Krebserkrankungen subsumiert, die im 
Kopf- und Halsbereich auftreten [48]. Dabei werden folgende Haupttypen gemäß der 
„Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter 
Gesundheitsprobleme“ (ICD-10) unterschieden [60]: 
 C00-Bösartige Neubildung der Lippe 
 C01-Bösartige Neubildung des Zungengrundes 
 C02-Bösartige Neubildung sonstiger und nicht näher bezeichneter Teile der Zunge 
 C03-Bösartige Neubildung des Zahnfleisches 
 C04-Bösartige Neubildung des Mundbodens 
 C05-Bösartige Neubildung des Gaumens  
 C06-Bösartige Neubildung sonstiger und nicht näher bezeichneter Teile des Mundes 
 C07-Bösartige Neubildung der Parotis 
 C08-Bösartige Neubildung sonstiger und nicht näher bezeichneter großer Speicheldrüsen 
 C09-Bösartige Neubildung der Tonsille 
 C10-Bösartige Neubildung des Oropharynx 
 C11-Bösartige Neubildung des Nasopharynx 
 C12-Bösartige Neubildung des Recessus piriformis  
 C13-Bösartige Neubildung des Hypopharynx 
 C14-Bösartige Neubildung sonstiger und ungenau bezeichneter Lokalisationen der Lippe, der 
Mundhöhle und des Pharynx 
 C30-Bösartige Neubildung der Nasenhöhle und des Mittelohres 
 C31-Bösartige Neubildung der Nasennebenhöhlen 
 C32-Bösartige Neubildung des Larynx. 
 
Im weiteren Sinne werden zu Kopf-Hals-Tumoren auch alle Tumore zwischen Schlüsselbein und 
Schädelbasis wie Tumore der Schilddrüse, der Haut, Muskeln und Knochen im Kopf-
Halsbereich gezählt [151]. Folglich handelt es sich sowohl bezüglich der Lokalisation als auch 
histologisch um Tumoren verschiedener Entität. Deren genaue Differenzierung ist jedoch bisher 
nicht abschließend möglich und daher Gegenstand aktueller Forschung. Allgemein beziehen sich 
die nachfolgend gemachten Aussagen auf die Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region 
(head and neck squamous cell carcinoma; HNSCC). 
1.1 Epidemiologie und Prognose 
Kopf-Hals-Malignome gehören mit weltweit ca. 650.000 Neuerkrankungen pro Jahr und 
geschätzten 350.000 Todesfällen infolgedessen zu den sechst häufigsten malignen Tumoren [81, 
93, 138, 139]. An Pharynxkarzinomen und Malignomen der Mundhöhle erkranken jährlich etwa 
337.931 Menschen und 183.613 Todesfälle werden in diesem Zusammenhang jedes Jahr 
registriert. Weltweit liegt die Häufigkeit der Erkrankung für Pharynx- und Mundhöhlen-
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Karzinome bei Männern an 4. Stelle, bei Frauen an 8. Stelle maligner Tumorerkrankungen [82]. 
Bei 159.000 erstdiagnostizierten Larynxkarzinomen versterben circa 90.000 Menschen jedes 
Jahr an den Folgen [117]. Die geographischen Unterschiede bezüglich der Krankheitshäufigkeit 
sind dabei groß. Hochrisikoländer für Larynxkarzinome sind Frankreich, Italien, Spanien, 
Russland, Uruguay, Argentinien, die Ukraine, die Türkei sowie der Irak. Die Inzidenz für 
Malignome der Mundhöhle liegt besonders in Melanesien überdurchschnittlich hoch; ebenfalls 
hohe Inzidenzen werden für Indien, Bangladesch, Sri Lanka, Pakistan, Südafrika, Australien 
sowie Süd- und West-Europa angegeben [117]. Verlässliche Angaben zur Gesamtzahl bösartiger 
Kopf-Hals-Tumore in Deutschland gibt es nicht. Geschätzt wird, dass pro Jahr etwa 10-15 von 
100.000 Einwohnern an Krebs im Kopf-Halsbereich erkranken, Tendenz steigend [57]. 
Jedes Jahr sind in Deutschland rund 3.000 Männer und 400 Frauen von Kehlkopfkrebs betroffen. 
An bösartigen Tumoren des Pharynx und der Mundhöhle erkranken in Deutschland pro Jahr etwa 
7.700 Männer und 2.800 Frauen [133]. Damit machen sie 20% aller malignen Kopf-Hals-Tumore 
aus. Seltener sind Tumore des Ohres und – dies gilt für Europa und Nordamerika – Karzinome 
des Nasopharynx [61, 145]. Mit Ausnahme des alle Altersgruppen betreffenden 
Nasopharynxkarzinoms [145] erkranken überwiegend ältere Menschen ab dem 60. Lebensjahr 
an Kopf-Hals-Tumoren, jedoch wird diese Krebsform zunehmend auch bei jüngeren Menschen, 
insbesondere bei jungen Frauen, diagnostiziert [57, 126]. Dennoch sind außer bei Tumoren der 
inneren Nase und der Speicheldrüsen, an denen Frauen und Männer im gleichen Verhältnis 
erkranken [145], in der Regel häufiger Männer von Kopf-Hals-Tumoren betroffen.  
Bei über 90% handelt es sich um Plattenepithelkarzinome [55, 61, 82, 139, 145]. Seltener sind 
Adenokarzinome [48], die überwiegend bei Tumoren der Speicheldrüsen auftreten [151], adeno-
zystische Karzinome und Sarkome [48]. 
Die Prognose von Kopf-Hals-Tumoren wird im Wesentlichen vom Stadium des Tumors bei der 
Diagnosestellung, von der Art des Tumors, dessen primärer lokoregionärer Ausdehnung und der 
therapeutischen Tumorkontrolle bestimmt [70]. 
Bei Patienten mit Mittelohrkarzinom, anaplastischem Karzinom der Schilddrüse, Tumor der 
Oberlippe im T4-Stadium, der Mundhöhle und Nasennebenhöhlen im UICC-Stadium IV sowie 
Tumor des Oro- und Nasopharynx und des Hypopharynx mit lokoregionären Lymphknoten- und 
Fernmetastasen ist die Wahrscheinlichkeit, die nächsten 5 Jahre zu überleben, mit 10–33% sehr 
niedrig [145]. Eine frühzeitige Diagnose der Tumorerkrankung wird durch die anfänglich relativ 
unspezifischen, zum Teil grippeähnlichen Symptome erschwert [27, 57]. Bei Erstdiagnose sind 
daher häufig bereits weitere Organe befallen [57]. Die Häufigkeit der 
Lymphknotenmetastasierung bei Diagnosestellung beträgt für maligne Tumoren des 
Hypopharynx 60-70% [82], für Malignome der Mundhöhle bis zu 75%. Für Larynxkarzinome 
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mit supraglottischer Lokalisation und Lymphabfluss über die Level II a, II b und III (und 
eventuell IV); [164] werden abhängig vom TNM-Stadium Metastasierungshäufigkeiten von 20-
80% angegeben [82]. Die 5-Jahres-Überlebensrate von Kopf-Hals-Tumor-Patienten nach UICC-
Stadien insgesamt beträgt 75–90% in Stadium I, 40–70% in Stadium II, 20–50% im Stadium III 
und 10–30% im Stadium IV [167]. Da sich mit etwa 60-70% ein Großteil der Kopf-Hals-Tumor-
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits in Stadium III oder IV befindet [61, 70, 
167], liegt unter Betrachtung aller Tumorstadien die 5-Jahres-Überlebensrate nur zwischen 60% 
bis 70%, in weniger gut entwickelten Ländern sogar darunter [117]. Trotz fortwährender 
Fortschritte in der onkologischen Forschung und Therapie ist die Aussicht auf Überleben auf 
lange Sicht also eher ungünstig und hat sich trotz Verbesserungen der Chirurgie, über klinische 
Studien als effizienter belegte neue Bestrahlungskonzepte sowie den Benefit der Kombination 
von Bestrahlung mit Chemotherapie sowie zielgerichteten Therapien (targeted therapies) [53] 
insgesamt noch nicht verbessert. 
1.2 Ätiologie 
Die Ursachen von Kopf-Hals-Tumoren sind im Einzelnen noch nicht eindeutig geklärt. Die 
Forschung geht jedoch davon aus, dass die Entstehung maligner Tumore im Kopf-Halsbereich 
von verschiedenen Faktoren begünstigt wird. Als Hauptrisikofaktor gilt der andauernde 
übermäßige Genuss von Tabak [134, 137]. Vier von fünf Patienten mit Mundhöhlen- und 
Pharynxkarzinom sind Raucher [48]. Die Wahrscheinlichkeit eines Larynxtumors ist bei 
Rauchern ebenso erhöht [34]. 
Das Risiko, an einer Form von Kopf-Hals-Krebs zu erkranken, wird zudem durch den 
gleichzeitigen Konsum von insbesondere hochprozentigem Alkohol, der als Lösungsmittel für 
die im Zigarettenrauch befindlichen Kanzerogene wirkt, erheblich potenziert [130, 134]. In der 
Studie „A Comparison of the Joint Effects of Alcohol and Smoking on the Risk of Cancer across 
Sites of the Upper Aerodigestive Tract” [12] konnte gezeigt werden, dass der synergistische 
Effekt bei simultaner Exposition das Risiko an einem Karzinom der Mundhöhle oder des Pharynx 
zu erkranken, um das 10-25-fache erhöht.  
In Beziehung zu Kopf-Hals-Tumoren stehen außerdem bestimmte virale Infektionen. Bei 
Tumoren im Nasen- und Rachenbereich lässt sich häufig das Eppstein-Barr-Virus nachweisen 
[48]. Humane Papillomaviren, vor allem vom Typ 16 und 18, können Auslöser einer 
Karzinogenese von Mundhöhle, Oropharynx [4, 157], innerer Nase [21] und des Larynx sein [4, 
157]. Interessant ist, dass in der Primärbehandlung HPV-seropositiver Patienten mit 
Oropharynxmalignomen ein besseres Outcome bezüglich des Therapieerfolges und der 
Überlebensrate nachgewiesen werden konnte [66]. Auch wenn bisher noch nicht vollständig 
geklärt ist, ob eine genetische Prädisposition eine Rolle bei der Tumorgenese spielt, wird 
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vermutet, dass genetische Defekte die Bildung eines Kopf-Hals-Tumors begünstigen [4]. Hier 
spielt besonders die Störung des p53-Signalwegs und gleichermaßen auch der Verlust von DNA-
Material der Chromosomenabschnitte 3p, 9p und 17p eine tragende Rolle [143]. 
Weiterhin wird die Entstehung von Kopf-Hals-Malignomen durch mangelhafte Mundhygiene 
und chronische Verletzungen der Schleimhaut durch beispielsweise schlecht angepasste 
Zahnprothesen, Zahnklammern oder scharfe Zahnkanten begünstigt [48]. Für Frauen mit 
Schleimhautdefekten, Mundwinkelrhagaden, Zungenbrennen und Dysphagie verursachendem 
Plummer-Vinson-Syndrom besteht ebenso ein erhöhtes Risiko, an einem Mundhöhlenkarzinom 
zu erkranken [145]. 
Zudem werden auch Ernährungsdefizite wie Vitamin A-, Vitamin C- [96] und Folatmangel [151] 
als das Krebsrisiko erhöhende Faktoren gewertet [96]. Zusätzlich wurde in einigen Ländern 
Südostasiens ein Anstieg von Kopf-Hals-Tumoren durch den Genuss von Bethelnüssen [17, 137] 
und Salzfisch [145] beobachtet. Möglicher Auslöser für die Bildung von 
Schilddrüsenkarzinomen und malignen Speicheldrüsenneoplasien kann eine erhöhte 
Strahlenexposition in Form von UV- und radioaktiver Strahlung sein [96]. Sonneneinstrahlung 
ist ein Risikofaktor für Tumore der Lippen [82]. Diskutiert wird außerdem der Einfluss der 
beruflich bedingten Exposition mit exogenen Noxen wie Asbest, Arsen, Chrom, Nickel, 
Isopropylalkohol, einfachen, heterozyklischen sowie polyzyklischen aromatischen 
Kohlenwasserstoffen u.a. auf die Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren [14, 16, 22, 55]. 
Besonders Lösungsmittel und Hartholzstaub gelten dabei aufgrund einer mit Expositionen 
gegenüber diesen Materialien assoziierten erhöhten Inzidenz vor allem von Tumoren der inneren 
Nase und des Larynx als erhöhender Risikofaktor [55]. 
1.3 Diagnose 
Am Anfang der Diagnose stehen die Erfassung von Vorerkrankungen, aktueller Beschwerden 
und die die Lebensweise des Patienten (Nikotin, Alkohol) erfassende Anamnese. Daran schließt 
sich eine genaue klinische Untersuchung des Patienten an. Diese beginnt mit der Inspektion aller 
einsehbaren Bereiche der Mundhöhle und des Rachens. Tiefere Regionen des Rachens, die 
Nasenhöhle, die Nasennebenhöhlen und der Nasenrachen sowie Larynx inkl. des 
Tracheobronchialsystems und Ohr werden über den Mund, die Nase bzw. das Ohr endoskopiert. 
[59, 164]. Durch die Entwicklung und Einführung des „HD-Panoramic-Visualisierungssystems“, 
welches u.a. einen schnellen Wechsel zwischen Makro- und Mikroansicht des Gewebes zulässt, 
konnten jüngst vielversprechende Ergebnisse zur bestmöglichen optischen Darstellung der 
Schleimhautbeschaffenheit und Tumorausdehnung erzielt werden [148]. Es wird sich allerdings 
noch zeigen, inwiefern diese neue Methode den Goldstandards wie das Op.-Mikroskop überlegen 
ist. Bei verdächtigem Befund wird im Rahmen der Endoskopie eine Gewebeprobe entnommen 
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[82, 164]. Zur Abklärung einer möglichen Infiltration der Stimmlippen bei Tumoren des Larynx 
und Hypopharynx wird zusätzlich eine Stroboskopie durchgeführt [113]. Die Lymphknoten und 
häufig schon mit bloßem Auge erkennbaren Tumore werden palpiert. Bei Verdacht auf Tumore 
des Ohres kommen neurologische Untersuchungen, Hör- und Gleichgewichtsprüfungen hinzu. 
Bei vermuteten Nasopharynxtumoren sind ebenso neurologische Untersuchungen v.a. zur 
Funktion der Hirnnerven erforderlich [82]. Ebenso wird in diesem Fall und zudem bei möglichen 
Tumoren des Rachens [48] auf Eppstein-Barr-Viren oder Virusantikörper im Blut getestet [145]. 
Zur exakten Lokalisierung und Bestimmung der Größenausdehnung des Tumors, der Infiltration 
von Nachbarstrukturen und zum Nachweis eventuell vorhandener lymphogen oder hämatogen 
gestreuter Metastasen werden im Rahmen des Tumorstagings [164] verschiedene bildgebende 
Verfahren angewendet:  
Mit Hilfe der Computertomographie und Magnetresonanztherapie lassen sich Tumore und 
Metastasen in anderen Organen wie der Lunge feststellen. Die Computertomographie ermöglicht 
außerdem Aussagen über den Zustand der in Nähe des Tumors befindlichen Knochen [158]. Bei 
vermuteten Tumoren der Schilddrüse und des Nasopharynx werden befallende Knochenareale 
aber auch mit Hilfe der Skelettszintigraphie durch Injektion einer radioaktiven Substanz [151] 
bestimmt [145, 162]. CT und MRT ermöglichen darüber hinaus auch die zuverlässige 
Beurteilung der Halslymphknoten. Vergrößerte Lymphknoten lassen sich aber auch durch 
Sonographie beider Halsseiten erkennen [162]. Ebenso kann die Diagnose von Tumoren der 
Schilddrüse, der Speicheldrüsen, des Mundbodens und der Zunge sowie Metastasen im 
Bauchraum per Sonographie unterstützt werden [96, 162]. Mit Röntgenstrahlen werden 
Metastasen im Brustkorb, der Lunge und bei Kontrastmittelgabe (Bariumsulfatbrei) im 
Ösophagus [158] ausgeschlossen bzw. nachgewiesen. Bei Glomustumoren des Ohres wird 
zusätzlich zur CT und MRT ein Subtraktionsangiogramm der Arteria carotis bzw. Vena jugularis 
erstellt [94]. Noch nicht zu den Standardverfahren, aber dennoch hilfreich bei bestimmten 
diagnostischen Fragestellungen, ist die Positronen-Emissions-Tomographie, bei der der Patient 
einen mit einer radioaktiven Substanz markierten Zucker (18O-Glukose) verabreicht bekommt, 
der beim Abbau in den Tumorzellen, bedingt durch den von gesunden Zellen abweichend 
erhöhten Stoffwechsel der Tumorzellen, ein Signal hinterlässt und so Tumorgewebe im PET-
Bild sichtbar macht [48]. 
Um die definitive Diagnose stellen zu können und die Bösartigkeit bzw. Gutartigkeit eines 
Tumors zweifelsfrei nachzuweisen, müssen die während der Endoskopie, mittels 
Feinnadelaspiration oder bei diagnostischen Operationen entnommenen Gewebeproben aus 
Tumor, umliegendem Gewebe und ggf. Lymphknoten histologisch geprüft werden [82]. Auf 
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Grundlage der Bildgebung und des klinischen Befunds erfolgt die Einteilung des Malignoms in 
die Tumorstadien nach AJCC-Kriterien (American Joint Committee on Cancer)[3]. 
Tab. 1: Tumorklassifikation nach AJCC-Kriterien [46]: 
 
Erst dann können im Detail die Behandlungsoptionen, deren Vor- und Nachteile und die 
unterschiedlichen zu erwartenden funktionellen, ästhetischen und ggf. auch sozialen 
Einschränkungen (bedingt durch ein permanentes Tracheostoma, Dysphagie, schlechte 
Sprachqualität, ausschließliche Ernährung über eine perkutane Gastrostoma-Sonde etc.) [73] mit 
dem Patienten besprochen und ein Therapieplan erstellt werden. Dabei sollte der 
Therapieentscheid in einem interdisziplinären Tumorboard der HNO unter Beteiligung von 
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen, Pathologen, Onkologen, Strahlendiagnostik und -therapie und 
gegebenenfalls Pulmologen, Neuro-, Gefäß- und Viszeralchirurgen erfolgen [164]. Eine stärkere 
Bedeutung der Bestimmung biologischer Marker und der Ex-vivo-Chemoresponse des 
individuellen Tumors für die Erstellung eines evidenzbasierten personalisierten Therapieplans 
ist zu erwarten [164]. 
1.4 Therapie 
Die Therapie von Kopf-Hals-Tumoren wird im Rahmen interdisziplinärer Tumorboards mit 
HNO-Ärzten, Kopf-Hals-Chirurgen, Strahlentherapeuten und Onkologen geplant. Wie die 
Therapie genau aussieht, wird aufgrund von Patienten- und Malignomcharakteristika, die 
Angaben zu Alter, Allgemeinzustand und Begleiterkrankungen des Patienten sowie zu Art, 
Größe, Lokalisation, Ausbreitungsgrad, TNM-Stadium, Grading und R-Klassifikation des 
Tumors enthalten, entschieden [161]. 
Ziel der Krebstherapie im Kopf-Hals-Bereich ist die komplette Tumorkontrolle und Heilung 
bzw. dann, wenn eine kurative Behandlung nicht mehr möglich ist, die Hemmung des 
Fortschreitens der Tumorerkrankung, die Erhaltung der wichtigsten Organfunktionen im Kopf-
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Hals-Bereich zur Sicherung der Lebensqualität und weitestgehende Schmerzfreiheit. Auf 
Letzteres zielen palliative Konzepte ab [161]. 
Aufgrund der meist relativ späten Diagnosestellung und des daraus resultierenden 
fortgeschrittenen Krankheitsstadiums sind bei rund zwei Dritteln der Patienten zum 
Behandlungsbeginn Lymphknotenmetastasierungen nachweisbar [26, 82], so dass in der Regel 
multimodale, interdisziplinäre Therapieverfahren erforderlich sind [164].  
Grundsätzlich wird bei allen Tumoren eine Operation als die primäre Behandlungsmethode 
angestrebt. Ergänzt wird diese durch adjuvante Strahlen- und/oder Chemotherapie [48]. Die 
Erstlinientherapie von rezidivierten und/oder metastasierten Malignomen des Kopf-
Halsbereiches stellt seit 2008 die Behandlung mit platinbasierter Chemotherapie plus Cetuximab 
dar [13, 154]. 
Für die Behandlung von progredienten Kopf-Hals-Malignomen gibt es derzeit noch kein 
empirisch gesichertes Standardbehandlungsverfahren.  
1.4.1 Operation 
Ob eine Operation in Betracht gezogen wird, hängt ab vom TNM-Stadium, der anatomischen 
Lage, Ausdehnung und Infiltration des Tumors, von der zu erwartenden postoperativen 
Morbidität sowie vom allgemeinen Gesundheitszustand und den Begleiterkrankungen des 
Patienten. Sowohl in den Tumorstadien I und II als auch in den Stadien III und IV gilt die 
chirurgische Resektion als zentrale Behandlungsmethode. Vor allem in den fortgeschrittenen 
Stadien III und IV wird die Operation mit adjuvanter Radiatio oder Radiochemotherapie ergänzt 
[164]. Bei der Resektion werden alle erkennbaren Tumoranteile vollständig entfernt, unbedingt 
angestrebt werden sollte die R0-Resektion, bei der die Resektionsränder histologisch gesichert 
Tumorzell-frei sind [167]. Um einen von Neoplasien befreiten Resektionsrand zu gewährleisten, 
sollte das Resektionsareal ringsum den Tumor mindestens 5mm betragen [108, 166]. Bei 
metastasierenden Tumoren werden die befallenen zervikalen Lymphknoten in einer Neck-
Dissection (radikale-, erweiterte radikale-, modifizierte radikale- oder funktionelle-, selektive 
Neck-Dissection) ebenfalls beseitigt [109, 163]. Dabei kommt der Neck-Dissection nicht nur eine 
therapeutische, sondern auch eine diagnostische und prognostische Bedeutung zu, weshalb sie 
bei fortgeschrittenen HNSCC die chirurgische Therapie komplettiert [115, 132, 163, 164]. Als 
Alternative zur konventionellen Chirurgie findet zunehmend auch die Laserchirurgie 
Anwendung [96]. Bei der endoskopischen Laserchirurgie wird ein weniger als 1 mm in das 
Gewebe eindringender CO2-Laser eingesetzt, der sich insbesondere zur Operation allerdings nur 
oberflächlicher Tumore der Schleimhäute (Papillome, Hämangiome, Hyperplasien, 
Präkanzerosen und Malignome des Pharynx und der Mundhöhle u.v.m.) eignet [109]. Als 
allgemein nicht resektabel gelten Tumore der Zunge, deren Ausbreitung eine Glossektomie 
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indizieren würde, Tumore mit Infiltration der Arteria carotis interna, der Schädelbasis, des 
lateralen Nasopharynx und der prävertebralen Faszie sowie Tumore mit Ausbreitung in 
Strukturen des Mediastinums [57]. Mit letzterem verbunden sind häufig Glomustumore des 
Mittelohrs, Tumore der inneren Nase und des Nasopharynx [145]. In diesen Fällen müssen 
andere Optionen zur Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren wie Radiatio, Chemo- oder 
Radiochemotherapie in den Therapieplan aufgenommen werden. 
Tab. 2: Im Rahmen einer Neck-Dissection zu entfernende Lymphknotenlevel, in Abhängigkeit der 
Lokalisation des Primärtumors (modifiziert nach Werner et al., 1997).  
                 
Abb. 1: Modifizierte schematische Darstellung der Anatomie der Halskompartimente mit den 
entsprechend Tabelle 2 bezeichneten Lymphknotenleveln (nach Robbins et al., 2008, eigene 
Modifizierung). 
1.4.2 Radiotherapie  
Die Radiotherapie wird als alleinige kurative Maßnahme nur bei sehr frühen Tumor-Stadien vor 
allem von Oropharynx und Larynx [145], bei chirurgisch unzugänglicher Lokalisation wie beim 
Nasopharynx [61], bei kleinen Hypopharynxkarzinomen [82] oder bei Patienten mit sehr 
schlechtem Allgemeinzustand angewendet. Allgemein ist die Radiotherapie bei fortgeschrittenen 
Tumoren der Chirurgie bzw. der Chirurgie mit postoperativer Radiotherapie unterlegen [82]. 
Meist wird postoperativ bestrahlt, da präoperative Radiatio zu einer höheren Morbidität führt 
[82]. Wenn bei weit fortgeschrittenen Tumoren keine vollständige Tumorresektion durchgeführt 
werden konnte, der Tumor bereits in Nachbargewebe eingewachsen ist und wenn Lymphknoten 
befallen sind, wird nach der histologischen Aufarbeitung des Tumorresektats eine adjuvante 
Radiatio zur Verbesserung der langfristigen Heilungsaussichten durchgeführt [48]. Die 
neoadjuvante Bestrahlung kommt zum Einsatz, wenn ein Tumor primär nicht operabel ist. Es 
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wird dann vor dem chirurgischen Eingriff bestrahlt, um die Tumormasse zu reduzieren und damit 
eine kurative Behandlung durch eine anschließende Operation zu ermöglichen. Ggf. wird dabei 
die Bestrahlung mit einer Chemotherapie kombiniert (Radiochemotherapie) [6]. Allerdings 
spielen solche neoadjuvante Konzepte bei Kopf-Hals-Tumoren wegen der unzureichenden 
Studienlage bezüglich des Nachweises eines Überlebensvorteils gegenteilig zu anderen 
Tumorentitäten in der Onkologie dieser Tumoren bisher kaum eine Rolle. Allerdings prüfen 
neuere Studien die Auswirkungen einer Induktionschemotherapie mit Cisplatin (Cis), 5-
Fluorouracil (5-FU) und Docetaxel (DTX) im Vorfeld der Resektion von Oropharynx-Tumoren 
in den alten Grenzen auf die lokale Kontrolle, die Metastasierung und das Gesamtüberleben [80].  
In einigen palliativen Fällen von Lokalrezidiven kann ebenso eine Radiatio in Betracht gezogen 
werden: Um die Apoptose der Tumorzellen einzuleiten, wird ionisierende Strahlung verwendet. 
Der Tumor wird mit elektromagnetischen Wellen (Röntgen- und Gammastrahlung) oder mit 
Teilchenströmen (Elektronen-, Protonen- und Ionenstrahlung), die sich zielgenau auf den Tumor 
bündeln lassen, bestrahlt. 
Mögliche Nebenwirkungen einer Strahlentherapie hängen neben dem Allgemeinzustand des 
Patienten und der Schwere der Krebserkrankung im Wesentlichen von der Strahlendosis, der 
Größe des Bestrahlungsfeldes und der Empfindlichkeit der betroffenen Organe ab [50]. Häufig 
kommt es zu Abgeschlagenheit, Müdigkeit, Appetitlosigkeit und Kopfschmerzen. Diese 
Symptome verschwinden jedoch meist nach Behandlungsende [48]. Als Spätfolgen von Radiatio 
werden Larynxödeme, Neuropathien, Mukositiden, Fibrosen der Halsweichteile, 
Knochenmarksdepression und Trockenheit der Schleimhäute mit einhergehenden 
Schluckstörungen beobachtet. Diese Symptome sind häufig therapierefraktär [57] und mit 
enormen funktionellen Defiziten assoziiert. Die damit verbundene eingeschränkte oder gar 
fehlende Funktionalität und damit einhergehend verminderte Lebensqualität bewirkt den Verlust 
der mit dem Organerhalt angestrebten Vorteile gegenüber der Laryngektomie. Daher ist die 
standardisierte Erfassung von Organfunktion und Lebensqualität zur Beurteilung des 
Therapieerfolgs notwendig [54, 146]. 
1.4.3 Chemotherapie 
Die alleinige Behandlung mit Chemotherapeutika kam in der Vergangenheit meist nur in einer 
palliativen Therapie bei multipel metastasierten Kopf-Hals-Malignomen und ausgedehnten 
Rezidiven in Betracht [48]. Seit Decker und Kollegen (1983) in einer Studie nachgewiesen 
haben, dass eine Behandlung mit Cis und 5-FU bei 94% der Patienten eine Tumorrückbildung 
um 50% erzielen konnte [151], wird Chemotherapie heute auch mit kurativer Intention 
eingesetzt, so z. B. bei nicht resektablen und weit gewachsenen Malignomen. Studien prüfen 
derzeit auch bei Karzinomen des Kopf-Halsbereichs neoadjuvante Konzepte.  
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Solche bei anderen Karzinomen gängigen Konzepte (häufig in Kombination mit 
Strahlentherapie), um den Tumor zu verkleinern („down-staging“ bzw. „down-sizing“) und 
diesen dadurch resezierbar zu machen [48], sind bislang bei HNSCC jedoch weit davon entfernt, 
eine etablierte Behandlungsoption zu sein. Allerdings kann dadurch potentiell auch auf den 
Erhalt und die Funktion eines Organs positiver Einfluss ausgeübt werden [140]. Es gelten die 
oben gemachten Einschränkungen bezüglich des Nachweises des Benefits für das 
Gesamtüberleben. Ebenso findet Chemotherapie in der adjuvanten Therapie im Anschluss an 
eine Krebsoperation zur Verringerung des Rezidivrisikos und der Fernmetastasierung 
Anwendung [69]. In der Chemotherapie werden verschiedene Zytostatika eingesetzt. 
Platinhaltige Zytostatika wie Cisplatin und Carboplatin zählen in der Therapie von Kopf-Hals-
Tumoren, besonders von Tumoren in der Halsregion, zu den wirksamsten Mitteln. Daneben 
kommen auch Taxane (Paclitaxel, Docetaxel) sowie 5-Fluorurazil und Methotrexat zur 
Anwendung [39, 59, 164]. In mehreren klinischen Studien konnten für neoadjuvante 
Chemotherapie (Induktionschemotherapie) mit Cis in Kombination mit 5-FU (PF) 
Ansprechraten von bis zu 80% erzielt werden und Tendenzen in Richtung Verlängerung der 
Überlebensrate beobachtet werden [7, 119, 140]. Durch die Ergänzung der PF-Chemotherapie 
um ein Taxan (DTX oder Paclitaxel) konnten signifikante Überlebenszeit-Verlängerungen 
gesichert [159, 125], Verbesserungen der lokoregionären Tumorkontrolle erzielt sowie der Erhalt 
betroffener Organe gesteigert werden [87-89]. 
In einer aktuellen Phase-3-Studie der „Spanischen Kooperationsgruppe zur Behandlung der 
Kopf-Hals-Tumore (TTCC)“ konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit lokal fortgeschrit-
tenen, nicht resektablen Tumoren der Kopf-Hals-Region im Vergleich zur alleinigen radioche-
motherapeutischen Behandlung durch eine vor der allgemeinüblichen Radiochemotherapie 
durchgeführte Induktionschemotherapie eine signifikante Verlängerung der Zeit bis zum 
Therapieversagen erzielt werden konnte [88]. Durch eine zusätzliche Erweiterung der TPF-
Chemotherapie um den monoklonalen Antikörper Cetuximab verspricht man sich weitere 
Optimierungen der Therapiemodalitäten. In vielen Studien konnte der Zellproliferation 
hemmende Einfluss Cetuximabs demonstriert als auch sein Einfluss auf die Chemoresistenz und 
Sensitivität von Tumorzellen aufgezeigt werden [23, 100]. In einer großen Studie der Deutschen 
Larynx-Organerhaltstudiengruppe (DeLOS II) wird Cetuximab aktuell als Supplement zu einer 
TPF- bzw. TP-Induktionschemotherapie für den Einsatz in der HNO-Onkologie erprobt [51]. 
Zytostatika stören Stoffwechselvorgänge, die mit dem Zellwachstum oder der Zellteilung in 
Verbindung stehen und beruhen auf unterschiedlichen Wirkmechanismen, nach denen sie 
systematisiert werden: Cisplatin (Cis) gehört neben Oxaliplatin oder Carboplatin zu den Platin-
Verbindungen, die sich an die DNA der Tumorzelle binden, durch Vernetzung der DNA-Stränge 
11 
 
deren DNA-Replikation stören und Enzyme, welche die verursachten Schäden an den DNA-
Strängen reparieren könnten, hemmen. Dadurch kommt der Zellstoffwechsel zum Erliegen und 
die Apoptose wird eingeleitet. Cis ist außerdem Auslöser für Punktmutationen, wodurch es zu 
fehlerhaften Informationsüberschreibungen kommt [103]. 
5-Fluorurazil (5-FU) gehört neben Cladribin, Fludarabin, Capecitabine, Gemcitabine oder 
Methotrexat zu den Antimetaboliten. 5-FU ist ein Analogon der Nukleinbase Urazil. Bei der 
Teilung der Krebszelle wird 5-FU anstelle Urazils in RNA und z. T. statt Thymidin in DNA 
eingebaut. Über die Hemmung der Thymidilat-Synthase wird zudem die Umwandlung von 
Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) in den DNA-Baustein Desoxythymidinmonophosphat 
(dTMP) verhindert und somit die DNA-Synthese blockiert  [106].  
Docetaxel (DTX) ist neben Paclitaxel ein Zytostatikum aus der Gruppe der Taxane, das semi-
synthetisch aus der europäischen Eibe gewonnen wird. Das zytostatische Wirkprinzip von DTX 
beruht auf der Bindung des Taxans an den Mikrotubuli-Apparat der Krebszelle, die zu einer 
Versteifung der Mikrotubuli führt und so die Mitose der Zelle blockiert; die Teilung der Krebs-
zelle und das weitere Ausbreiten des Tumors wird verhindert [151].  
Zytostatika können oral oder als Injektion und Infusion verabreicht werden. Zur oralen Auf-
nahme sind jedoch nur wenige Zytostatika geeignet, da die Mehrzahl der Substanzen die 
Tumorzellen nur erreichen kann, wenn sie direkt mit dem Blutstrom ins Gewebe gelangen. Che-
motherapeutika werden daher hauptsächlich mittels Infusion in die Vene verabreicht. Durch die 
systemische Behandlung mit Zytostatika ist es möglich, Tumorzellen, die sich bereits über die 
Blut- und Lymphgefäße vom Tumorherd weg ausgebreitet haben, am weiteren Wachstum zu 
hindern und zum Absterben zu bringen [49].  
Weit weniger häufig wird eine lokale Chemotherapie, die nur in einer bestimmten Region des 
Körpers wirken soll und hier hoch dosiert werden kann, als Behandlungsmöglichkeit beispiels-
weise von Ohrtumoren, Tumoren der Mundhöhle, des Hypopharynx und der inneren Nase [145] 
in Betracht gezogen. Statt in die Venen werden in diesem Fall die Zytostatika auch in die Arterien 
gegeben (intraarterielle Chemotherapie) [158]. 
Die Dosierung der Zytostatika richtet sich nach der Körperoberfläche des Patienten und den 
Ergebnissen der klinischen Studien, die vor der Zulassung des jeweiligen Medikaments durch-
geführt wurden. In die Festlegung der Dosierung einbezogen werden auch mögliche Nieren- oder 
Leberfunktionsstörungen, die einen verlagsamten Abbau der Medikamente zur Folge haben 
sowie eine sehr schlechte Verträglichkeit der Nebenwirkungen [49].  
Ob eine mono- oder multimodale Chemotherapie angewandt wird, hängt ab von Alter, Allge-
meinzustand und Begleiterkrankungen des Patienten. Oft spricht der Tumor auf in klinischen 
Studien auf ihre Wirksamkeit geprüfte Kombinationen verschiedenartig wirkender Zytostatika 
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besser an, allerdings nicht immer langfristig [156, 125, 155]. Ein Standard für eine palliative 
Chemotherapie von Kopf-Hals-Tumoren besteht derzeit noch nicht.  
Bestandteil der meisten Zytostatika-Kombinationen zur Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren ist 
Cisplatin. Dieser wird bei Tumoren der Mundhöhle und des Oropharynx häufig mit  
5-Fluorurazil, aber auch mit Taxanen kombiniert, bei Tumoren des Ohres, der inneren Nase und 
Nasennebenhöhlen mit anderen Antimetaboliten wie Methotrexat, bei Tumoren der Schilddrüse 
auch mit Vinca-Alkaloiden [145].  
Zwar sind Tumorzellen aufgrund ihrer erhöhten Zellteilungsrate und eingeschränkten Repara-
turkapazität anfälliger für auf die Zellteilung und das Zellwachstum einwirkende Zytostatika. 
Fast alle Zytostatika schädigen jedoch in unterschiedlichem Ausmaß auch gesunde Zellen, ins-
besondere sich schnell regenerierendes Gewebe wie beispielsweise die Epithelzellen der Mund-
schleimhaut, des Magen-Darm-Traktes oder der Haarwurzeln [69]. Zum Teil schwerwiegende 
akute und chronische Nebenwirkungen vor allem der Kombinationschemotherapie wie febrile 
Leukopenie und Thrombopenie, Übelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, Stomatitis, Haarausfall und 
Müdigkeit treten deshalb häufig auf, können aber durch begleitende Therapien gelindert werden 
[69].  
Mögliche Ursache für eine Resistenz gegenüber Chemotherapie können die natürlichen Ent-
giftungsmechanismen des Körpers sein, aber auch neu erworbene Reparaturmechanismen wie. 
Telomerase-Expression, Störungen der Apoptosemechanismen der Tumorzellen [35] durch 
bspw. Überexpression von Apoptose- inhibierender Proteine wie Survivin [65, 68, 104], eine 
reaktive verstärkte Reparatur von Zytostatika - verursachten Schäden oder über die Blutbahnen 
nur schlecht erreichbare Tumore. Auch den ABC-Proteinen wird eine wichtige Rolle bei der 
Entstehung von Multidrug-Resistenzen zugesprochen [78, 150]. Um u.a. das Risiko einer 
Resistenzentwicklung zu verringern bzw. zu verzögern, kommen immer häufiger kombinierte 
Chemotherapien zum Einsatz, bei denen die einzelnen Substanzen ein unterschiedliches 
Wirkprofil aufweisen. Deren Wirksamkeit ist aber dennoch nicht in jedem Fall gegeben, und eine 
statistisch gesicherte im Durchschnitt für eine Tumorentität vorhandene Reaktivität kann beim 
konkret vorhandenen Tumor nicht gegeben sein. Da obendrein eine Vielzahl potentieller 
Therapeutika und Kombinationsmöglichkeiten vorliegt, ist die Auswahl eines individuell am 
besten geeigneten Therapieregimes auch für den spezialisierten Onkologen schwierig. Ein 
Testverfahren zur Ermittlung der besten Wirkstoffkombination wäre wünschenswert. Ein 
Chemosensitivitätstest für Krebspatienten hat sich in der Routine bisher jedoch noch nicht 
bewährt, da Nachweise für eine Eignung bisher ausstanden [49]. Neuere Entwicklungen wie der 
FLAVINO-Assay [52, 53, 164] lassen entsprechend der revidierten Sichtweise des ASCO 
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künftig eine größere Bedeutung solcher individualisierten Diagnostik für eine personalisierte 
Therapie von HNSCC erwarten. 
1.4.4 Radiochemotherapie 
In der Radiochemotherapie wird wirkungsverstärkend Bestrahlung und Chemotherapie 
miteinander kombiniert. Dabei wird davon ausgegangen, dass Zytostatika als Radiosensitizer 
wirken, indem sie das Tumorgewebe besonders strahlenempfindlich machen. Hierfür häufig 
eingesetzte Zytostatika sind Cis, Carboplatin, 5-FU und Mitomycin C als Einzelsubstanz oder in 
Kombination. Die Chemotherapie kann dabei entweder sequentiell vor oder im Anschluss an 
eine Radiatio in das Radiochemotherapiekonzept integriert werden oder aber simultan mit der 
Bestrahlung erfolgen. Zur Vermeidung einer Regeneration der Krebszellen, spielt die zeitliche 
Abstimmung beider Therapieformen aufeinander hierbei eine entscheidende Rolle und muss 
nach einem festen Schema erfolgen. So erhält der Patient in der Regel 30 Minuten nach Verabrei-
chung der Zytostatika Bestrahlung. Die Behandlungsintervalle entsprechen mit ca. 3–4 Wochen 
dabei häufig denen einer alleinigen Bestrahlungstherapie. In mehreren großen multizentrischen 
Phase-III-Studien konnte belegt werden, dass bei Kopf-Hals-Tumoren Bestrahlung mit gleich-
zeitiger auf Platinverbindungen beruhender Chemotherapie wirksamer als eine alleinige Ra-
diotherapie ist [1]. Wirksamer als eine alleinige Strahlentherapie bezüglich der medianen Dauer 
der lokoregionären Tumorkontrolle und der medianen Überlebenszeit ist nach einer Studie von 
Bonner et al. ebenso die zusätzliche Behandlung mit dem monoklonalen Anti-EGFR-Antikörper 
Cetuximab [23, 24]. Radiochemotherapie ist jedoch mit für den Patienten sehr belastenden 
Nebenwirkungen verbunden. So gehören neben frühauftretenden Mukositiden, Dermatitiden und 
myelotoxischen Reaktionen das chronische Larynxödem, Fibrosen, Chondro- und 
Osteonekrosen zu den gefürchteten, die Lebensqualität stark beeinflussenden Spätfolgen der 
Radiochemotherapie [53, 56]. Eingesetzt wird primäre Radiochemotherapie deshalb nur in 
inoperablen Fällen (definitive RCT) oder adjuvant zu einer Operation in fortgeschrittenen Sta-
dien eines Kopf-Hals-Tumors zur Entfernung von Tumorresten oder zur Rezidivprophylaxe. 
1.5 Zytostatika-Interaktionen 
In Kombination gebracht sind die Interaktionen zweier oder gar mehrerer Medikamente, trotz 
bekanntem Wirkprofil der einzelnen Substanz, nicht präzise vorhersehbar [107]. Da die 
verschiedenen Pharmaka an vielen Molekülen binden und interagieren können und somit das 
Potential besitzen können, an differenten Punkten der Signalübertragung in oder zwischen Zellen 
anzugreifen, ist es durchaus realistisch, dass die Kombination zweier Substanzen Effekte z.B. an 
einer Tumorzelle hervorrufen kann, zu welcher die einzelne Substanz allein nicht oder nur 
unterhalb statistisch sicher fassbarer Größenordnung fähig ist. In Studien und 
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Forschungsprojekten der letzten Jahrzehnte wurde darauf hingearbeitet, vielversprechende 
Kombinationen von Medikamenten auf ihr Dosis-Wirkungsprofil zu testen, um effektivere 
Ergebnisse durch Kombinationstherapien zu erzielen. Beispiele für teilweise durchschlagende 
Erfolge gibt es in der Krebsforschung bei der Behandlung viraler Infektionen (wie bspw. HIV) 
und zentralnervöser Erkrankungen. 
In der Studie „Systematic discovery of multicomponent therapeutics“ konnte z.B. auch gezeigt 
werden, dass zwei Medikamente, welche allein betrachtet keine hemmende Wirkung auf das 
Wachstum menschlicher Tumorzellen aufweisen konnten, in Kombination zu einer signifikanten 
Reduktion des Zellwachstums bei Mäusen führte [25]. Trotz vieler Bemühungen auf diesem 
Gebiet existiert bisher noch kein kommerzielles Verfahren, welches erlaubt, die Dosis-
Wirkungs-Profile einzelner und kombinierter Medikamente quantitativ zu erfassen. Ziel meiner 
Untersuchungen sollte es daher sein, über die Untersuchung der Ergebnisse von Kombinationen 
von Chemotherapeutika solche quantitativen Erfassungen in vitro zu realisieren. Dazu ist eine 
Beleuchtung der Grundlagen unumgänglich. 
1.5.1 Dosis-Wirkungs-Beziehung 
Die Beschreibung dosisabhängiger Effekte ist erforderlich, um die für die intendierte Wirkung 
erforderlichen Konzentrationen zu ermitteln. Charakteristische Größen wie das Erreichen 
bestimmter Effektschwellen für das Erreichen eines Endpunktes (wie bspw. der Inhibierung einer 
Enzymaktivität, der Verminderung der Zahl lebender Zellen auf 50% der Kontrolle (IC50) oder 
des Anstieges der Dosis-Wirkungskurve bei dieser Konzentration) gestatten es, eine Verbindung 
zwischen Dosis und erzieltem Effekt herzustellen. Dies wird insbesondere dann notwendig, wenn 
der Vergleich zweier Therapeutika oder deren Kombinationen charakterisiert werden sollen. 
1.5.2 Synergismus, Antagonismus, Addition 
Bei gleichzeitiger Gabe von zwei Wirkstoffen kann es zu verschiedenartigen Interaktionen 
kommen. Man unterscheidet hier verschiedene Formen der Wirkungsweisen: 
1.)  Synergismus beschreibt die Verstärkung oder Potenzierung der Wirkung zweier oder 
mehrerer Substanzen. Dabei kann es zu verschiedenartigen Dimensionen dieser Wirkungs-
verstärkung kommen. Ein Synergismus ist abhängig von den spezifischen Wirkprofilen, die 
durch die molekularen Mechanismen der Interaktion sowie durch pharmakokinetische und 
pharmakodynamische Einflüsse auf Bioverfügbarkeit und Metabolismus bestimmt sind. 
2.) Antagonismus bezeichnet das Gegenteil und trifft zu, wenn eine geringere Wirkung resultiert 
als die Summe der potentiell zu erwartenden Wirkung jeder einzelnen der getesteten 
Medikamente erwarten ließe. 
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Sowohl bei einer synergistischen als auch bei einer antagonistischen Wirkungsweise interagieren 
die Substanzen pharmakologisch miteinander, sie beeinflussen ihr Wirkprofil wechselseitig. 
3.)  Im Gegensatz dazu steht die unabhängige Wirkung. Daraus würde eine Addition der Effekte 
resultieren, denn hierbei interagieren die Wirkstoffe in keiner Weise miteinander, beide Stoffe 
entfalten ihre zu erwartende Wirkung. Bezüglich der Nebenwirkungsprofile der Therapeutika 
ist genau dies die angestrebte Interaktion, denn ohne Überlappung der Nebenwirkungsprofile 
ließe sich eine Erhöhung der Effizienz ohne Verstärkung der Toxizität erzielen, was leider in 
praxi zumeist nicht gegeben ist.  
1.5.3 Mathematische Modelle 
In diesem Zusammenhang führten T.-C. Chou und P. Talalay 1983 den Terminus „Combination 
Index“ (CI) ein,  
 
CI= (D)1 / (Dx)1+ (D)2 / (Dx)2  
 
 
der, wenn er kleiner 1, gleich 1 oder größer 1 ausfällt, beweist, dass die Interaktionen zweier 





Abb. 2: IC50-Isobologramme (modifiziert nach Loewe und Muischnek, 1926). In beiden Abbildungen kann 





Abb. 3: 3D-Isobologramme für die Wirkprofile der Substanzen A, B und C in ternärer Kombination. Das 
additive Wirkprofil ist durch X repräsentiert, der synergistische Effekt durch Y und Antagonismus durch 
Z beschrieben [15]. 
Die grafische Auswertung über bzw. die Erstellung von Isobolen sind unabhängig von der 
„Combination Ratio“ (den Konzentrationsverhältnissen), der Form der Dosis-Wirkungskurven 
und dem jeweiligen Wirkprofil des einzelnen Wirkstoffes anwendbar, müssen jedoch in 
Abhängigkeit der individuellen Eigenschaften zu differenten Verläufen führen.  
Die zwei getesteten Substanzen haben genau dann ein additives Wirkungsmuster, wenn die 
ermittelten Datenpunkte auf die Hypothenuse fallen. In diesem Falle ließe sich ihre Interaktion 
mit dem Modell der Konzentrationsaddition („Concentration Addition“, CA) beschreiben. Vor-
aussetzung dafür sind aber ähnliche stoffliche Eigenschaften, die bei identischen Zielstrukturen 
zur Ersetzbarkeit der einen Substanz durch eine äquipotente Konzentration der anderen Substanz 
führen. Insofern handelt es sich bei diesem Typ der Interaktion um einen Sonderfall, der ver-
gleichsweise selten und nur bei unterschiedlich substituierten Pharmaka einer identischen 
Grundstruktur gegeben ist. Häufiger resultieren Abweichungen vom idealen Verlauf einer CA. 
Liegen die Datenpunkte oberhalb oder unterhalb der Hypotenuse, kann auf synergistische bzw. 
antagonistische Interaktion geschlossen werden. Ob diese Interaktionen synergistisch bzw. an-
tagonistisch bezüglich der CA oder einer unabhängigen Interaktion („Independent Action“, IA) 
sind, lässt sich aber nicht ohne weiteres beantworten. Überdies gibt es Einflussnahmen der 
Dosislevel, d.h. abhängig von der therapeutischen Breite kann für jedes individuelle Dosis-Level 
eine Verschiebung der Isobolen resultieren. Dies entspricht von den idealisierten modellhaften 
Vorstellungen abweichend resultierende, also differente, kombinierte Wirkstärken. Daher 
empfehlen sich Untersuchungen von Interaktionen über die Testung einer Vielzahl von Dosen 
jedes Präparates mit denjenigen des zweiten Präparates und die Auftragung der normalisierten 




Eine wesentlich einfachere Dateninterpretation ermöglichen relativ simple mathematische An-
sätze, die unabhängig von den mechanistischen Vorstellungen auch ohne exakte Vorkenntnis der 
IC50 (die lässt sich bei Zelllinien relativ exakt, bei primären Geweben aber per definitionem nicht 
ermitteln) eine Aussage zum Zusammenwirken zweier oder mehrerer Einflussgrößen gestatten. 
Die Methode nach Jin [97] ist eine modifizierte Variante eines Wahrscheinlichkeits-Summen-
Testes (probability sum test) zur Evaluierung des Zusammenwirkens zweier Substanzen oder 
Wirkstoffkombinationen und gestattet unter Annahme der Gültigkeit des IA-Modells anhand der 
Kalkulation eines einfachen Quotienten die Entscheidung zwischen Synergismus, Additivität 
oder Antagonismus. Die Formel nach Jin [97] lautet       
                      (q = P(A+B)/(PA+PB-PA x PB)     (1) 
Die Definition zur Bewertung des Quotienten bezieht Unsicherheiten der Datenerhebung und 
Messfehler mit ein, so dass Antagonismus als statistisch sicher vorhanden bei q<0,85 
angenommen wird, während 1,15>q>0,85 Additivität beschreibt. Synergismus wird in diesem 
Kontext als ein überadditiver Effekt verstanden (efficacy above additivity) und liegt dann vor, 
wenn q>1,15 gilt. Für die Bewertung der Einflussnahme der verschiedenen Therapeutika auf 
HNSCC wurde folglich ausschließlich diese Methode genutzt. 
1.7 Ex-vivo-Chemosensitivitätstestungen 
Die Testung der Empfindlichkeit von Tumorzellen, welche durch chirurgische Probeexzision 
einem Patienten entnommen und anschließend in vitro behandelt werden, gegenüber 
zytostatischen Substanzen wird als Ex-vivo-Chemosensitivitätstestung bezeichnet. Durch solche 
Testungen erhofft man sich zuverlässige Aussagen treffen zu können bezüglich der 
Ansprechbarkeit des individuellen Malignoms auf verschiedene, das Tumorwachstum 
inhibierende Substanzen, toxische Nebeneffekte zu reduzieren oder gar ganz zu vermeiden bei 
prädiktiv in vitro getestetem Therapieversagen, und damit eine Optimierung der evidenzbasierten 
individuellen Krebstherapie zu erzielen. Dieser sehr hoffnungsvolle Ansatz wird bereits seit 
vielen Jahrzehnten von Wissenschaftlern rund um den Globus verfolgt, auf dem Weg seiner 
Erprobung und Etablierung bis zum heutigen Stand mussten zahlreiche Limitationen erkannt und 
umgangen werden. Es ist über ein Jahrhundert her, dass es erstmals Wissenschaftlern um Alexis 
Carrel gelang, tierische maligne Zellen ex vivo zu züchten und darüber hinaus ihre zellspezifische 
Funktion zu erhalten [30, 31]. Aufbauend auf diesen Entdeckungen widmeten sich viele 
Wissenschaftler der Herausforderung, humane Tumorzellen außerhalb des menschlichen 
Körpers zu kultivieren. Mitte der siebziger Jahre gelang es erstmals in einem „Clonogenic 
Assay“, bei dem Chemoresponse über die Bildung bzw. Hemmung von Zellkolonien ermittelbar 
ist, humane maligne Tumorzellen nach Isolation zu züchten [42, 43, 84, 85]. Hamburger und 
Salmon sowie Courtenay und Mills [42, 84] war es in einem modifizierten Assay nach Park et 
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al. [116] gelungen, humane monoklonale Plasmazellen auf Soft-Agar zu kultivieren [85]. Diese 
Autoren konnten wenig später diese neue Methode zur Durchführung prädiktiver 
Chemoresponsetestungen am Menschen etablieren. Durch Modifizierungen und Entwicklung 
neuer Testsysteme konnten innerhalb weniger Jahre große Fortschritte verzeichnet werden. In 
vergleichenden Studien und Retrospektiven wurden die unterschiedlichen Modelle auf ihre 
Korrelation zur klinischen Relevanz, Erfolgsrate der Anzucht, Vorteilen sowie Limitationen hin 
untersucht. In der Literatur findet man viele unterschiedliche Bewertungen der einzelnen 
Methoden der Chemosensitivitätstestungen. Zu den modifizierten „Human Tumor Clonogenic 
Assays“ (HTCA) gehören der „[3H]Thymidine Incorporation Assay” (TIA), die „Agar Diffusion 
Chamber“ (ADC), die „Cellular adhesive Matrix“, das „Capillary Cloning System“(CCS) u.v.m. 
Trotz vieler Unstimmigkeiten und kritischer Stimmen gegenüber der Aussagekraft und 
Anwendbarkeit galten die „Clonogenic Assays“ fast zwei Jahrzehnte lang als der Goldstandard 
in der prädiktiven Testung der Chemoresponse. 
Neben den Clonogenic Assays wurde auch an Versuchsmodellen gearbeitet, deren Endpunkt-
bestimmung nicht auf Koloniebildung basiert. Sie bedienen sich unterschiedlicher Indikatoren 
wie der Messung des Substrateinbaus oder -umsatzes und morphologischen Kriterien. Zu diesen 
„Non Clonogenic Assays“ gehören der „MTT-Test“ (MTT= 3-[4,5-dimethylethiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl-tetrazoliumbromid), der „Vital Dye Exclusion-Assay“, der „Biolumineszenz-Assay für 
ATP“, „Differential Staining Cytotoxicity Assay“ (DiSC), der „Collagen Gel Embedded Culture 
Drug Sensitivity Test“ (CD-DST) sowie der „Histoculture Drug Response Assay“(HDRA) 
u.v.m. Das Prinzip der „Non Clonogenic Assays“ beruht auf der Beurteilung vieler einzelner 
Zellen entsprechend der Endpunktbestimmung und der Integration der Einzelwerte. Da die 
Zellen in Suspension gebracht werden und somit der Zellverband aufgehoben wird, können die 
Zellen untereinander nicht mehr kommunizieren. Die einzige Ausnahme bildet hier der in den 
80er Jahren von Sherwin et al. als „Histoculture Drug Response Assay“ betitelte 
Chemosensitvitätstest, welcher durch die Anzucht eines ganzen Tumorfragments die natürliche 
Gewebestruktur erhält und somit auch Zell-Zell-Interaktionen erlaubt.  
Die vorgenannten Assays weisen einige Unzulänglichkeiten auf, weshalb ich in meiner Arbeit 
mit einem an der HNO Leipzig entwickelten Assay, dem patentierten FLAVINO-Assay, gear-
beitet habe. Es handelt sich hierbei um eine Chemosensitivitätstestung, welche anhand von 
Koloniebildung bzw. -unterdrückung alleinig von Tumorzellen; bei Differenzierungsmöglichkeit 
zu stromalen Zellen [165], qualitätskontrolliert und unter Verhinderung der Entstehung 





Innerhalb der Klinischen Phase-II-Studie DeLOS II wird der Organerhalt bei nur durch 
Laryngektomie chirurgisch therapierbaren Larynxkarzinomen über Induktions-Chemotherapie 
und nachfolgende Bestrahlung angestrebt. Die Induktionschemotherapie wird entsprechend 
Protokoll mit drei Zyklen DTX (T), Cis (P), 5-FU (F), randomisiert in Arm A (TPF) und in Arm 
B, zusätzlich um eine zielgerichtete Therapie mit dem Anti-EGF-Rezeptor-Antikörper 
Cetuximab (TPF plus E) durchgeführt. Dies eröffnet die Möglichkeit, das Ansprechen von 
therapienaiven HNSCC auf die Therapeutika zu untersuchen. Aufbauend auf den zuvor 
durchgeführten Untersuchungen, die zur Etablierung des FLAVINO-Assays als Testsystem für 
die Chemoresponse von HNSCC führten, erhielt ich die Aufgabe, die Interaktion von 5-FU mit 
Cis und DTX bei HNSCC zu untersuchen, aber auch mit der Zelllinie KB Untersuchungen durch-
zuführen. Folgende Fragen sollten geprüft werden: 
1) Inhibiert 5-FU die Proliferation der epithelialen Zelllinie KB? 
2) Erhöht 5-FU die toxische Wirkung von Cis auf KB? 
3) Welcher Modus der Interaktion liegt der Mischungstoxizität von Cis und 5-FU bei KB 
zugrunde? 
4) Erhöht 5-FU die toxische Wirkung von DTX auf KB?  
5) Welcher Modus der Interaktion liegt der Mischungstoxizität von DTX und 5-FU bei KB 
zugrunde?  
6) Inhibiert 5-FU die Koloniebildung epithelialer Zellen von HNSCC? 
7) Erhöht 5-FU die toxische Wirkung von Cis auf HNSCC? 
8) Welcher Modus der Interaktion liegt der Mischungstoxizität von Cis und 5-FU bei 
HNSCC zugrunde? 
9) Erhöht 5-FU die toxische Wirkung von DTX auf HNSCC?  
10)  Welcher Modus der Interaktion liegt der Mischungstoxizität von DTX und 5-FU bei 
HNSCC zugrunde?  
11)  Weichen die Ergebnisse bezüglich der kombinierten Wirkung von 5-FU mit Cis und 
DTX auf HNSCC von denjenigen auf KB-Zellen ab? 
12)  Unterscheiden sich die Ergebnisse der Ex-vivo-Chemoresponse der HNSCC bezüglich 
der Punkte 6) bis 11) entsprechend der Tumorlokalisation, des Geschlechts oder anderer 
Charakteristika der Tumorpatienten? 
13)  Weichen die Ergebnisse bezüglich des Modus der kombinierten Effekte bei individuellen 




2. Material und Methoden 
Innerhalb dieses Kapitels werden zunächst die Materialien benannt (2.1. und folgende) und die 
Methoden dargestellt (2.2), die für die Erhebung der Ergebnisse und deren statistische 
Auswertung in der vorliegenden Arbeit genutzt wurden. 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 
Amikacin (500 mg) Fresenius, Bad Homburg 
Aqua ad injectabilia  Delat Select, Pfullingen 
Casyton® Lösung Schärfe System, Reutlingen 
cis-Platinum(II)- Diammindichlorid Sigma-Aldrich, München; P4349 
Doxetacel (Taxotere®) Sanofi-Aventis, Berlin 
Fibronektin Sigma-Aldrich, München; F1141-5 mg 
FKS, fetales Kälberserum Gibco, Paisley, GB; Lot 41Q7554K 
Flavin- und Phenolrot-freies RPMI 1640 Biochrom, Berlin 
5-Fluorurazil, Injektionslösung (50 mg/ml) Medac, Hamburg 
Kollagenase Typ IV von Clostridium histolyticum Sigma-Aldrich, München; C5138-1g 
L-Alanyl-L-Glutamin (200 mM; stabilisiertes 
Glutamin) 
Biochrom, Berlin K0302 
MTT (Thiozolyl Blue Tetrzolium Bromide)  
= (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid) 
Sigma-Aldrich, München; M 2128-5 g 
N,N-Dimethylformamid Roth, Karlsruhe; CP79.1 
Nystatin (10000 U/ml) Sigma-Aldrich, München; N1638 
Penicillin/ Streptomycin Lösung Invitrogen, Karlsruhe; 514022 
PBS Dulbecco Biochrom, Berlin; L182-50 
SDS ultra-pure Roth, Karlsruhe;  2326.2 
Trypsin-EDTA-Lösung Invitrogen, Karlsruhe 
Tween 20 Sigma-Aldrich, München; P2287-100 ml 
2.1.2 Antikörper 
Anti-pan-Zytokeratin, monoklonaler Maus-AK,  
IgG1 κ 
Santa Cruz Biotechnologie,  
Santa Cruz, USA (c11) Lot G 1608 
Cy2™-konjugiertes Ziege-Anti-Maus-IgG  
(affinitäts-chromatografisch gereinigt, Affini Pure®) 




Die Herstellung und Handhabung sämtlicher Medien, Lösungen und Puffer, welche für die 
Kultivierung und/oder Zytostatikatests von Tumorzellen und KB-Zellen benötigt wurden, 
erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank Klasse II unter 
flavinschützenden Bedingungen.  
Tumorzellmedium Medium RPMI 1640 in modifizierter 
Rezeptur: 
+1,134 g/l Natriumbicarbonat  
+14,5 mM HEPES-Pufferlösung  
+10% FKS 
+1% Glutamin 
+ 2% Amikacin 210 U/ ml, Nystatin  
+1% Pen/Strep-Lösung 
(auf ½ l kommen 5 ml Pen/Strep, 5 ml 
Glutamin, 10 ml Amikacin, 10 ml Nystatin 
und 50 ml FKS) 
KB-Zellmedium Medium RPMI 1640  
+1,134 g/l Natriumbicarbonat 
+14,5 mM HEPES-Pufferlösung  
+10% FKS 
+1% stabilisiertes Glutamin 
(Endkonzentration 2 mM L-Alanyl-L-
Glutamin; Biochrom, Berlin) 
Amikacin (5 mg/ ml) Amikacin-Originallösung 
+ Aqua ad injectabilia 
Fibronektinlösung (0,1%) 1 ml humanes Fibronektin 
+ 200 ml PBS 
(  Konzentration 5 µg/ ml) 




+ PBS-Dulbeccco (1x)  
(10 μl MTT auf 100 μl Medium) 
Penicillin/ Streptomycin Originallösung 
+ Aqua ad injectabilia 
(100 IE/ ml Penicillin-G-Natrium 
+100 µl/ ml Streptomycinsulfat) 
SDS/ DMF Lysepuffer-Originallösung  
(100 g SDS + 500 ml N-N-DMF  
+ 500 ml H2O) 
Trypsin 0,17% 6,8 ml Trypsin (2,5%) 
+ 93,2 ml PBS 
Verdauungsmedium Tumormedium  
+230 mU/ ml Kollagenase Typ IV 
2.1.4 Herstellung der Zytostatikastammlösungen 
Das schwerlösliche Cis-PDD wurde in Aqua injectabilia unter stetigem Rühren und 
Lichtausschluss über Nacht im Kühlschrank gelöst (6,4 mM) und am darauffolgenden Tag á 
100 µl aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Vor Versuchsbeginn wurde vollständige Auflösung 
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des durch Einfrieren gebildeten Präzipitats sichergestellt. Die DTX-Stammlösung (1,231 mM in 
absolutem Ethanol) wurden á 100 µl aliquotiert bei °-20°C aufbewahrt. Durch Verdünnen der 
Originallösung mit Aqua ad injectabilia wurden die 5-FU-Stammlösungen (60 µM bzw. 9 µM) 
hergestellt.  
2.1.5 Geräte 
Casy® TT Zellanalysegerät Schärfe System, Reutlingen 
Digitale Kamera Orca AG Hamamatsu Photonics, Japan 
Achtkanalpipette  VWR, Dresden 
Eppendorf Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg 
Heraeus BBD 6220 Brutschrank Heraeus, Hanau 
Hera Cell 150 Brutschrank  Heraeus, Hanau 
Heraeus Multifuge 1L Heraeus, Hanau 
Hera Safe Sicherheitswerkbank Heraeus, Hanau 
Inverses Forschungsmikroskop Axiovert 200M Zeiss, Jena 
Inverses Mikroskop Olympus IX 70 Olympus, Hamburg 
SOX-E Natriumdampf Lampe 
Synergy™ 2 System 
Philips, Hamburg 
BioTek Instruments,  
Bad Friedrichshall 
Wasserbad WB 10  Medingen, Dresden 
2.1.6 Verbrauchsmaterialien 
Casy® Cups  Schärfe System, Reutlingen 
Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt, Nürnbrecht 
Einmalskalpell Größe 10 Braun, Tuttlingen 
Eppendorfgefäße mit anhängendem Deckel (1,5 ml) Sarstedt, Nürnbrecht 
Eppendorfgefäße mit anhängendem Deckel (2,0 ml) Greiner, Frickenhausen 
Pipettenspitzen (verschiedene Größen) Greiner, Frickenhausen 
Zellkulturflaschen (Wachstumsfläche 25 cm2, 75 cm2) Greiner, Frickenhausen 
Zentrifugenröhren (15 ml, 50 ml)  Sarstedt, Nürnbrecht 
Zellkultur Testplatten, 48 Kavitäten Greiner, Frickenhausen 
Zellkultur Testplatten, 96 Kavitäten TPP®, Trasadingen, Schweiz 
2.1.7 Software 
Casystat  Schärfe System, Reutlingen 
Microsoft Excel 2007/ 2013  Microsoft Corporation, Redmond 
Microsoft Word 2007/ 2013  Microsoft Corporation, Redmond 
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Volocity Imaging Software Improvision, Tübingen 
2.1.8 KB- Zellstamm 
KB-Zellen sind in Monolage wachsende Epithelzellen einer permanenten HPV 18-infizierten 
Zelllinie. Durch Eagle (1955) aus malignem menschlichen Gewebe des Nasopharynx eines 
kaukasischen Mannes isoliert (Gross, 1964), führte später eine Überwachsung mit HeLa-Zellen 
[76], einem ebenfalls HPV 18-infizierten humanen epitheloiden Karzinom der Cervix-Portio, zu 
dem heute für Forschungszwecke verwendeten Zellstamm. Der Substamm KB, der im HNO-
Forschungslabor experimentell genutzt wird, entstammt dem Labor von Prof. C. Granzow aus 
Heidelberg. 
2.1.9 Tumorzellen 
Die Testung der Chemosensitivität (siehe 2.2.6) erfolgte an vitalen Tumorzellen, die gemäß der 
SOP (standard operating procedure) im Operationssaal der HNO der Universität Leipzig 
entnommen wurden. Hierbei handelte es sich um randnahe Biopsate aus Resektaten von 
Primärtumoren oder Metastasen von jeweils maximal 1 ml. Die entnommenen Proben wurden 
geteilt und standardmäßig maximal 0,5 ml Gewebe in einer Trizol-Lösung aufgenommen, das 
verbleibende Material in Zellkulturmedium plus Antibiotika und Antimykotika überführt.  
Für die Qualitätssicherung durch Kontrolle der Versuchsbedingungen und somit Verwertbarkeit 
der mit der Tumortestung erhobenen Daten (und insofern Gültigkeit der Versuche) wurde parallel 
zu jedem Tumorzell-Experiment ein Kontrollexperiment angesetzt. Für diese Testung bzgl. 
suffizienter Versuchsbedingungen und des Wirksamkeitsprofils der Zytostatika einzeln und 
untereinander wurden KB-Zellen verwendet. 
2.2 Methoden 
Zunächst erfolgt die Darstellung des Handlings der Zellkultur (2.2.1 und folgende), dann wird 
auf die Zytotoxizitätstestung mit Casy TT® und MTT eingegangen (2.2.3 ff). Anschließend 
werden die Patientencharakteristika der Tumorpatienten sowie das Arbeiten mit den Tumorzellen 
erläutert (2.2.4ff). 
2.2.1 Arbeiten mit der Zelllinie KB 
Das Arbeiten mit den verschiedenen Zellen erfolgte immer unter sterilen und flavinschützenden 
Bedingungen. Um dies zu gewährleisten wurde einerseits Flavin- und Phenolrot-freies Medium 
RPMI 1640 verwendet und andererseits mit 10% (v/v) Fötalem Kälberserum mit bekanntem 
Riboflavingehalt (198 nM) supplementiert, um unerwünschte Reaktionen mit den 
Chemotherapeutika zu reduzieren, als auch während des gesamten Testungszeitraums unter 
24 
 
Ausschluss von Tageslicht gearbeitet, um flavinabhängige Fotoreaktionen auszuschließen. 
Einzig SOX-E-Natriumdampflampen (monochromatisches Licht mir einer Wellenlänge von 
λ=589 nm) waren im Forschungsbereich während der Experimente zulässig. 
2.2.1.1 Kulturbedingungen, Stammhaltung und Passagieren 
In Zellkulturflaschen unter Sauerstoffzufuhr im Brutschrank und bei 36,5° C inkubiert, werden 
seit 2000 die auch für diese Arbeit verwendeten Zellen kultiviert. Die Kultivierung der KB-
Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsfläche von 25 cm2 bzw. 75 cm2 in 
einem Brutschrank bei 36,5°C, 3,5% CO2 und unter Gewährleistung von Sauerstoffzufuhr. In 
Abhängigkeit von ihrer Wachstumsdichte (Zielgröße: annähernd geschlossener Zellrasen) 
wurden die Zellen alle 3 bis 5 Tage passagiert bzw. ein Mediumwechsel durchgeführt. Dies ist 
erforderlich, um die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten. Nach Absaugen 
des Mediums werden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und gleich darauf der Puffer 
abgesaugt. Nach Zugabe von 300-500 µl 0,17% Trypsin und einer Inkubationszeit von wenigen 
Minuten ist lichtmikroskopisch zu beobachten, dass ein ausreichender Verdau bis zur Ablösung 
der Zellen von der Polystyrenoberfläche stattgefunden hat. Die Reaktion wird daraufhin mit 
Zugabe von 5 ml Medium RPMI 1640 abgestoppt. Diese Zellsuspension wird anschließend in 
einem Zentrifugenröhrchen für 5 min bei 300 x g zentrifugiert und der Überstand abpipettiert. 
Durch erneute zellzahlabhängige Zugabe von Medium kann nun die erforderliche Zelldichte der 
Zellsuspension eingestellt und in eine oder mehrere neue Flasche/n überführt oder für die 
Versuchsdurchführung genutzt werden.  
2.2.1.2 Zellzahlbestimmung 
Für die Bestimmung der Zellzahl für KB- sowie Tumorzellen wurde das Zellanalysegerät Casy-
TT® verwendet. Zellen ab einem Durchmesser von 10 µm bis 30 µm werden dabei entsprechend 
Programmierung als vitale Epithelzellen erkannt und die Daten mit Hilfe der Casystat®-Software 
rechnerisch erfasst und graphisch dargestellt.  
Bei dieser Methode der Zellzählung werden intakte Zellen anhand einer elektrischen 
Widerstandsänderung detektiert, die durch das Vorhandensein ihrer stabilen Zellmembran 
bestimmt ist. Die Zellen werden in einer Einzelzellsuspension zwischen zwei Elektroden 
vorbeigeführt, wobei parallel die Widerstandsänderung ermittelt wird. Diese 
Widerstandsänderung ist dabei das Maß ihres Volumens (Coulter-Prinzip). Dabei erfasst das 
Zellanalysegerät nicht einzig die Höhe des Messsignals, sondern ermittelt den gesamten 
Signalverlauf und bildet die Integrale dieser Messwerte [127]. 
Vor Beginn des Messvorgangs wurden die KB-Zellen mit Trypsin behandelt und mit PBS 
gewaschen. Davon wurden anschließend 100 µl Zellsuspension in 10 ml isotone Casyton-
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Zähllösung gegeben. Über eine Präzisionsmesspore wurde die Lösung in das Gerät eingesaugt 
und mit einem Hubvolumen von 400 µl dreimalig die Zellzahl bestimmt. Aus diesen Werten 
wurde anschließend der Mittelwert gebildet. 
2.2.2 Zytotoxizitätstests mit KB-Zellen 
Für die Bestimmung des Wirkungsprofils von 5-FU erfolgte die Testung an KB-Zellen in 
Mikrotiterplatten mit 96 Kavitäten (TPP, Trasadingen, Schweiz). 
2.2.2.1 Ermittlung der einzusetzenden Konzentrationen bei KB-Zellen 
Hierbei wurde die Toxizität von 5-FU in unterschiedlichen Konzentrationen und unterschiedlich 
langer Inkubationszeit anhand von KB-Zellen getestet. Auf Zellplatten mit 96 Kavitäten wurden 
zwei Ansätze mit unterschiedlichen Zelldichten pro Ansatz erprobt. Hierfür wurden in 30 
Kavitäten der Platte pro Kavität 2.500 und in die 30 restlichen Kavitäten 10.000 Zellen pro 
Kavität eingesät. 
In beiden Ansätzen lag die höchste Konzentration für 5-FU bei 10 µM, welche dann durch eine 
serielle Verdünnung von Kavität zu Kavität um je die Hälfte reduziert wurde. Die niedrigste 
eingesetzte Konzentration lag somit nach sieben Verdünnungsschritten bei nominalen 
78,125 nM. Jede Konzentration der Reihe wurde im Triplikat getestet; zur Auswertung wurde 
der Mittelwert gebildet. Als Kontrolle dienten 6 Kavitäten ohne 5-FU. Die äußeren Kavitäten 
wurden mit PBS versehen, um mögliche Artefakte durch Verdunstung zu verhindern. 
Dieser Versuch wurde für Inkubationszeiten von 24 h, 48 h, 72 h und 6 Tagen, am selben Tag 
und unter gleichen Voraussetzungen, auf vier Platten angesetzt und zweimal unabhängig 
wiederholt. Die Auswertung erfolgte mittels MTT-Test (siehe 2.2.3.2), anschließend wurde die 
Zytostatikumkonzentration berechnet, welche im Vergleich zu den Kontrollen ohne 
Zytostatikum zu einem Absterben der Zellen von 50% führt (IC50). 
2.2.2.2 Bestimmung der optischen Dichte durch den MTT-Test 
Ausgewertet wurden diese Versuche mit Hilfe eines modifizierten MTT-Test nach Mosmann 
[112]. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der intrazellulären Umwandlung des gelben MTT 
(MTT3-[4,5- Dimethylthiazol-2-yl]-2,5 Diphenyltetrazoliumbromide), unter Verbrauch von 
NADH und NADPH, zu einem blauvioletten Formazan. Die Auswertung der 
Metabolisierungskapazität der mitochondrialen Dehydrogenasen kann anschließend mittels 
ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von =570 nm bestimmt werden. 
Nach einer Inkubationszeit von 24 h, 48 h, 72 h und 6 d konnten die mit 5-FU behandelten Platten 
aus dem Brutschrank genommen werden. Der Flüssigkeitsspiegel in den einzelnen Kavitäten 
wurde vorsichtig abpipettiert, dann wurden mit einer Dispensierpipette 25 µl MTT (2 mg/ml in 
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PBS) in jede Kavität gegeben. Anschließend wurde die Platte erneut für 4 h im Brutschrank 
inkubiert. Nach dieser Zeit konnte mit einer Dispensierpipette pro Kavität 100 µl SDS/DMF 
aufgetragen und die Reaktion abgestoppt werden. 
2.2.2.3 Kalibrierungsexperiment: MTT vs. Casy TT 
Entsprechend der Versuchsbeschreibung unter 2.2.3.1 wurden für die Vergleichbarkeit der 
Messungsarten MTT und Casy TT an drei aufeinanderfolgenden Tagen je zwei identische 
Versuchsreihen für 5-FU angesetzt. Nach einer Inkubationszeit von drei Tagen wurden die 
Ansätze ausgewertet. Die Auswertung dieser Experimente erfolgte für die am gleichen Tag 
angesetzten Zellplatten einmal mittels MTT und parallel mittels Casy TT-Zellzählung. 
2.2.2.4 Versuchsaufbau zur Erfassung von Zytostatika-Interaktionen bei unterschied-
lichen Konzentrationen 
Mit diesem Versuch wurde die Wirkung der Zytostatika DTX, Cis und 5-FU sowie die 
Interaktion von 5-FU mit Cis sowie 5-FU mit DTX untersucht. Ausgehend von den ermittelten 
IC50-Werten für KB-Zellen wurden hier Konzentrationen gewählt, die dem 4-fachen bis 1,56‰ 
der erprobten Konzentrationen entsprechen.  
Für die Testung auf Zellplatten mit 96 Kavitäten wurden zunächst 70 Kavitäten mit je 100 µl 
Medium versehen. Die verbleibenden äußeren Kavitäten, die nicht in die Testung eingingen, 
wurden später mit PBS aufgefüllt, um die Entstehung von lagebedingten Artefakten 
auszuschließen.  
Für jedes Zytostatikum wurden 9 separate Eppendorf-Röhrchen mit den zu testenden 
Konzentrationen vorbereitet. Auf einer Platte wurde die Interaktion zweier Zytostatika getestet. 
Dazu wurde zunächst jedes Chemotherapeutikum ohne anwesendes zweites 
Chemotherapeutikum in einer log2-Verdünnungsreihe getestet (Duplikate). Zusätzlich wurden 
drei Reihen mit festem Mischungsverhältnis der Zytostatika (im sog. fixed-ratio design) von 3:1, 
1:1 und 1:3 analysiert. Nach Auftragen der Zytostatika und Zugabe von 100 µl Zellsuspension 
mit einer Zellzahl von 104 Zellen pro Kavität wurden die Platten im Brutschrank inkubiert. Die 
Auswertung erfolgte nach 72 h mittels MTT-Test. 
2.2.2.5 KB-Kontrolltest zur Qualitätssicherung 
Zu jedem Ex-vivo-Chemosensitivitätstest (siehe 2.2.6) wurde parallel ein Kontrolltest mit KB-
Zellen durchgeführt, um die Qualität der Testdurchführung sicherzustellen und kontrollieren zu 
können. Hierfür wurden zunächst 100 µl Medium in 54 Kavitäten einer 96-Well Mikrotiterplatte 
vorgelegt und anschließend die Verdünnungsreihen für DTX, Cis und 5-FU in Duplikaten 
hergestellt: 100 µl der Zytostatika wurden in die ersten Kavitäten pipettiert und mit vorgelegtem 
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Medium (100 µl) gemischt. In fünf Verdünnungsschritten wurde eine serielle Verdünnungsreihe 
erstellt; am Ende der Verdünnung wurden 100 µl verworfen. Die Kontrollen (vier je 
Therapeutikum) ohne Medium dienten als Referenz für die Ermittlung der Dosis-
Wirkungsbeziehung. Die höchsten Konzentrationen betrugen nominell für Cis 1600 nM, für 
DTX 1,24 pM und für 5-FU 60 µM. 
Bevor die zu testenden KB-Zellen anschließend eingesät werden konnten, wurden sie wie unter 
2.2.2.3ff beschrieben trypsiniert, zentrifugiert, gezählt und auf 5000 Zellen pro 100 µl mit 
Tumormedium verdünnt. Dann konnten 200 µl pro Kavität aufgetragen und die Platte für 72 h 
im Brutschrank inkubiert werden. 
2.2.3 Patienten 
Vor der Materialentnahme während der Panendoskopie oder definitiver Tumorresektion wurden 
die in die Untersuchungen eingeschlossenen Patienten ärztlicherseits aufgeklärt und um ihr 
informiertes Einverständnis gebeten. Nur bei Patienten, deren informiertes Einverständnis 
entsprechend dem Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät vorlag, erfolgten 
Probeentnahmen. Außer dem Einverständnis in die Materialentnahmen und nachfolgenden 
Untersuchungen war das Einschlusskriterium das Vorliegen eines histologisch gesicherten 
Plattenepithelkarzinoms der Kopf-Hals-Region (HNSCC). Sowohl primäre Tumoren und deren 
lokoregionäre Metastasen als auch Rezidive und deren lokoregionäre Metastasen wurden 
untersucht. Für die in dieser Arbeit im Fokus stehenden Untersuchungen der mit und ohne 5-FU 
differentiellen Beeinflussung der Koloniebildungsfähigkeit von HNSCC sowie der 
Wirkungsmechanismen wurden nur Koloniebildungsassays jener 21 Patienten eingeschlossen, 
die ex vivo eine Koloniebildung (CF) von ≥4 zeigten (dies war bei 21/34=61,8% des 
Gesamtkollektivs von Patienten, von denen im Zeitraum der durchgeführten Untersuchungen 
Biopsate erhalten wurden, der Fall).  
2.2.3.1 Patientencharakteristika 
In die Untersuchungen wurden 21 Patienten eingeschlossen. Mit einer Varianz von 42 bis 75 
Jahren betrug das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Biopsie 58,7 Jahre. 90,5% (n=19) der in 
diese Studie eingeschlossenen Patienten waren männlich, 9,5% (n=2) weiblich. Einen Überblick 
hinsichtlich Altersverteilung, Geschlecht, Tumorlokalisation, TNM-Klassifikation und 







Tab. 3: Übersicht des Patientenkollektivs mit Angabe des Alters, Geschlechts, Tumorlokalisation, TNM-
Klassifikation und pathologischem Staging. 
Patienten 
Nr.: 






1 56 m Hypopharynx T4aN2M0 IVA 
2 43 m Hypopharynx T3N2aM0 IVA 
3 57 m Oropharynx T1N1M0 III 
4 71 m Oropharynx T2N3M0 IVB 
5 63 w Cavum oris T2N2bM0 IVA 
6 58 m Hypopharynx T2N2bM0 IVA 
7 46 w Oropharynx T4aN2bM0 IVA 
8 57 m Cavum oris T2N2cM0 IVA 
9 72 m Larynx T3N1M0 III 
10 56 m Larynx T2N2aM0 IVA 
11 65 m Oberkiefer/Unterkiefer T4a2cM0 IVA 
12 53 m Cavum oris T2N1M0 III 
13 68 m Cavum oris T3N0M0 III 
14 69 m Hypopharynx T3N2cM0 IVA 
15 53 m Oropharynx T3N2cM0 IVA 
16 50 m Oropharynx T4bN2cM0 IVB 
17 55 m Oropharynx T4a2bM0 IVA 
18 53 m Oropharynx T4bN3M0 IVB 
19 68 m Cavum oris T4bN2M0 IVB 
20 45 m Oropharynx T1N2bM0 IVA 
21 75 m Oropharynx T4aN2cM0 IVA 
 
In den folgenden Abbildungen sind graphisch die Verteilung entsprechend Tumorlokalisation 
(Abb. 4), TNM-Stadium nach AJCC-Kriterien für Primärtumor (T; Abb. 5) sowie lokoregionäre 
Metastasierung (N; Abb. 6) und UICC-Staging (Abb. 7) dargestellt. 
 
 
In Abb. 4 ist erkennbar, dass der überwiegende Anteil der Tumoren Oropharynxkarzinome waren 
und die anderen Lokalisationen in Reihung abnehmender Anteile aus Epithelien der Mundhöhle, 
dem Hypopharynx oder Larynx entstanden. 
                                                           
Abb. 4: Tumorlokalisation der 













Der Großteil der untersuchten Tumoren befand sich in fortgeschrittenem Stadium (beginnend 
mit T3). Der Anteil kleinerer Primärtumore (T1 und T2) ist mit 38% vergleichsweise hoch.  
 
 
Allerdings zeigten diese kleineren Primärtumore bereits fortgeschrittene lokoregionäre  
Metastasierung (Abb. 6). Dies führt zu der in Abb. 7 gezeigten Verteilung nach AJCC-Kriterien, 
nach der alle untersuchten HNSCC als fortgeschrittene Tumoren zu klassifizieren sind (vergl. 
Tab. 3). 
                                               
2.2.4 Arbeiten mit den Tumorproben 
Für die Durchführung der Chemosensitivitäts-Testungen an vitalen Tumorzellen des Kopf- und 
Halsbereichs wurde mit frischem Tumormaterial gearbeitet, welches unmittelbar nach der 
Abb. 6: Lokoregionäre Lymhknoten-
metastasierung (N) der Patienten 
gemäß TNM-Klassifikation [167]. 
 
Abb. 7: Prozentuale Verteilung der 
Tumorstadien der Patienten nach 
UICC-Kriterien. 
Abb. 5: Tumorstadium (T) ent- 




Probeentnahme entsprechend SOP im OP-Saal der HNO-Klinik des Universitätsklinikums 
Leipzig zur Verfügung gestellt wurde. 
2.2.4.1 Tumoraufbereitung 
In Zellkulturmedium aufgenommen wurde das Zellmaterial ungekühlt in das Labor gebracht. 
Zunächst mussten die Proben zerkleinert und in Medium überführt werden. Durch das Zuführen 
von Kollagenase wurde das Biopsat enzymatisch verdaut. Bei einem Feuchtgewicht bis 100 mg 
wurde die Tumorprobe in 12 ml Tumormedium aufgenommen und 3 ml Kollagenase 
hinzugefügt, bei einem Gewicht bis 500 mg wurde jeweils die doppelte Menge verwendet. Nach 
16-stündigen Kollagenaseverdau wurden die Proben zentrifugiert. Mit einer 20 ml-Spritze mit 
Metallkanülen-Aufsatz wurde das Zellgemisch durch Auf- und Abziehen gut durchmischt und 
anschließend in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen übergeben. Für 5 min, bei einer Umdrehung von 
1200/ min (300 x g), wurde der Verdau zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und mit PBS 
gewaschen.  
Nach einem möglichst exakten Absaugen des PBS-Überstandes wurden die Zellen bis zur 
Einsaat in die zwischenzeitlich vorbereiteten Zellkulturplatten im Brutschrank inkubiert. 
Nachfolgend konnte die Auftragung auf Zellkultur-Testplatten mit 48 Kavitäten erfolgen. 
2.2.5 Ex-vivo-Chemosensitivitätstestung mit Kopf-und Hals-Tumoren 
In der Testung waren DTX und Cis allein und in binärer und ternärer Kombination mit 5-FU. 
Für die Versuche auf den Fibronektin-beschichteten Zellkulturplatten mit 48 Kavitäten wurden 
zunächst Verdünnungsreihen für jedes Zytostatikum erstellt. In Zentrifugen-Röhrchen wurden 
die Stammlösungen der Zytostatika mit Tumormedium soweit verdünnt, dass die einzusetzenden 
Konzentrationen dem 1-fachen, 0,5-fachen und 0,25-fachen der tolerierbaren Plasmalevel- 
Konzentrationen (TPL) entsprachen. 
 
Auflistung der für die Definition des tolerierbaren Plasmalevels herangezogenen Publikationen. 
Chemotherapeutikum TPL [nM] Referenz 
Cisplatin (cis-PDD) 6670 [47]  
Docetaxel (DTX) 550 [20]  
5-Fluorurazil (5-FU) 1500 [9]  
 
Bei der Durchführung des Versuchsansatzes wurde nach einer laborinternen SOP und mit einem 
festen Pipettierschema gearbeitet: In einem Gesamtvolumen von 600 µl wurden jeweils ¼, ½ 
und exakt TPL von Cis und DTX in Duplikaten jeweils mit oder ohne TPL von 5-FU (1,5 µM) 
getestet; als zugehörige Kontrollen wurden Triplikate von Medium bzw. 5-FU (1,5 µM) 
angesetzt. Für die Bestimmung der kombinierten Effekte binärer bzw. (im Falle der Anwesenheit 
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von 5-FU) ternärer Mischungen wurden in einem kompletten Design die jeweils drei 
Konzentrationen von DTX (T) mit den drei Konzentrationen Cis (P) kombiniert getestet (jeweils 
neun TP-Konzentrationskombinationen in Medium sowie in Anwesenheit von 1,5 µM 5-FU). 
Nach Vorbereitung der Kavitäten wurde durch Zugabe des verdauten Tumors (4 mg/Kavität) mit 
Hilfe einer Achtkanalpipette die deklarierte Endkonzentration eingestellt. Die Platte wurde 
nachfolgend im Brutschrank für drei bis vier Tage inkubiert. Parallel zur Testung wurde (zur 
Expansion des Tumors ex vivo, aber auch zur Kontrolle des Zellwachstums) nicht für die Testung 
benötigtes verdautes Tumormaterial in eine ebenfalls mit Fibronektin beschichtete 35 mm 
Petrischale (Polystyren; TPP, Trasadingen, Schweiz) eingesät. 
2.2.5.1 Koloniebildungstest 
2.2.5.1.1 Fixierung 
Nach einer Inkubationszeit von wenigen Tagen wurden die Tumorplatten lichtmikroskopisch 
kontrolliert, um die Koloniebildung zu prüfen, aber auch, um eine bakterielle Verunreinigung 
auszuschließen. Die Kulturüberstände (450 µl/Kavität) wurden an Tag drei, eventuell Tag vier 
zellfrei entnommen, in Deep-well-Platten überführt und in Kulturüberständen kryokonserviert (-
80°C) aufbewahrt. Das Restvolumen wurde dann vorsichtig, um die gewachsenen Kolonien nicht 
zu beschädigen, dekantiert. Nachfolgend wurde dreifach mit 300 µl/Kavität mit PBS gewaschen. 
Waren mikroskopisch noch verbliebene dissoziierte Zellen sichtbar, wurde erneut mit PBS 
gespült und die Lösung anschließend abgeschüttet. Mit 200 µl 40%-igem Ethanol für 5 min und 
im Anschluss mit 90%-igem Ethanol wurden die Zellen für mindestens 10 min fixiert, danach 
die Platte an der Luft getrocknet. 
2.2.5.1.2 Fluoreszenz-Markierung 
Für die Markierung der Tumorzellen auf 
einer Platte mit 48 Kavitäten wurden 5 ml 
einer Lösung, bestehend aus 2,5 ml PBS und 
2,5 ml Blocklösung (PBS+ 1% FKS+ 0,1% 
Tween20), hergestellt und diese mit 12,5 µl 
des Pan-Zytokeratin-Antikörpers komplet-
tiert. Je 100 µl dieser Lösung wurden dann in 
jede Kavität gegeben. Nach einer 
Inkubationszeit von 16 h im Kühlschrank 
(4°C) wurden die Platten gewaschen und 
anschließend der zweite Antikörper 
Abb. 8: Fluoreszierende Tumorzellkolonien epithelialen 




(Cy2TM-konjugiertes affinitätsgereinigtes Ziege-Anti-Maus-IgG) hinzugegeben. Die 
Inkubationszeit nach Zugabe des zweiten Antikörpers betrug mindestens 1 h und fand bei 
Raumtemperatur statt. 
Nach dreimaligem Waschen mit PBS und Lufttrocknung wurde unter Verwendung des 
Grünfiltersets mikroskopisch ausgezählt. Als epitheliale Kolonien wurden Cluster von 
mindestens acht Zellen, die einen zum Zeitpunkt der Fixierung gegebenen vitalen Status 
aufwiesen, gewertet. 
2.2.6 Statistische Analysen 
Zur Ermittlung der Sicherheit der gemachten Aussagen wurden statistische Methoden geprüft. 
Für die Effekte gegenüber KB-Zellen konnten wegen der anzunehmenden Gleichverteilung 
ausschließlich gepaarte t-Tests genutzt werden. Als statistisch sicher wurden p-Werte mit p<0,05 
gewertet.  
Für die Bewertung der Interaktion von Therapeutika ex vivo wurden die in der Einleitung 
beschriebenen Probability-Tests nach Jin und die von Jin (Jin 2004) definierten Intervallgrenzen 
für q verwendet (q<0,85=Antagonismus, 0,85<q<1,15=Additivität, q>1,15=Synergismus). Die 
Intervallgrenzen berücksichtigen die aus statistischen Betrachtungen zu erwartenden 
Abweichungen in der Bestimmung der Werte unter 2-seitiger Berücksichtigung des Fehlers 1. 
Art (α) sowie der 1-seitigen Berücksichtigung des Fehlers 2. Art (β) resultierende Unsicherheiten. 
Anhand des Χ 2-Tests wurden 2 x 2-Tafeln daraufhin geprüft, ob systematische Abweichungen 
von den aufgrund der Randsumme zu erwartenden Häufigkeitsverteilungen existierten. Mittels 
gepaarter t-Tests wurden Einflüsse verschiedener Dosierungen auf die Wirkstärke sowie die 
Signifikanz veränderter q-Werte für die Interaktion zweier Therapiemodalitäten geprüft. 
Zusammenfassende Auswertungen für HNSCC wurden mit dem nicht-parametrischen Rang-





3.1 Toxizitätstestung von 5-Fluorurazil mit KB-Zellen 
Wie im Methoden-Teil unter 2.2.3.1 beschrieben wurde in dieser Versuchsreihe die Toxizität von 5-
FU an KB-Zellen bestimmt. In Abhängigkeit der unterschiedlichen Inkubationszeiten (24 h, 48 h, 
72 h und 144 h) der insgesamt 12 angesetzten 96-Loch-Platten wurde mittels MTT-Test die 
optische Dichte in den einzelnen Kavitäten durch Messung bei einer Wellenlänge von λ=570 nm 
bestimmt. Eine Leerwert-Korrektur gegenüber identischem Volumen von Medium, MTT und 
Stopplösung wurde durchgeführt. Die weitere Auswertung der ermittelten Daten erfolgte 
anschließend in Microsoft Excel. 
3.1.1 Validierung des Versuchsaufbaus 
Bei jedem Ansatz wurden sechs Kontrollen, in denen sich kein Zytostatikum befand, mitgeführt. 
Ausgehend von zwei unterschiedlichen Zelldichten konnte somit das Wachstum von 10000 und 
von 2500 pro Kavität eingesäten KB-Zellen in Abhängigkeit von der Zeit dargestellt werden.  
 
Abb. 9: Zellproliferation in den Kontrollfeldern nach 24 h, 48 h, 72 h und 144 h; im Vergleich bei 10000 
und 2500 KB-Zellen. 
Dabei zeigte sich, dass das Wachstum der KB-Zellen unabhängig vom Inokulum nach einer 
Verzögerung zunächst (annährend) den erwartungsgemäßen exponentiellen Anstieg der 
Zellzahlen bis zu 72 h aufwies. Ein signifikanter Unterschied der Zellproliferation zwischen den 
Proben hinsichtlich des Inokulums konnte bis zu diesem Zeitpunkt ausgeschlossen werden. Dies 
rechtfertigt sowohl den Einsatz von 2500 als auch 10000 KB-Zellen pro Kavität für Experimente 




Für Experimente mit Endpunkt nach 6 d ist jedoch eine Zellzahl von 2500 KB-Zellen pro Kavität 
zu fordern. Nachfolgende Experimente nutzten ausschließlich den Endpunkt 72 h. 
3.1.2 Vergleich: MTT und Casy TT 
Um eine Aussage bezüglich der Vergleichspräzision und Verwertbarkeit von Daten, welche 
entweder mittels colorimetrischem MTT-Test oder mit Casy TT ® über semiautomatische 
Zellzählung gewonnen wurden, treffen zu können, wurden drei Experimente im Doppelversuch 
(siehe 2.2.3.3) durchgeführt. 
3.1.2.1 Zellproliferation in den Kontrollen 
In dieser Versuchsreihe wurden für die drei voneinander unabhängigen Doppelversuche für die 
Bestimmung der optischen Dichte und die Zellzählung interessante Differenzen gefunden: Die 
Verminderung der Einsaat führte nicht zu einer proportionalen Verminderung der optischen 
Dichte bei λ=570 nm (E570 nm), wie dies entsprechend der tatsächlichen (durch Zählung 
ermittelten) entspräche.  
 
 
3.1.2.2 Dosis-Wirkungsbeziehung von 5-Fluorurazil 
In dieser Versuchsreihe wurden drei voneinander unabhängige Doppelversuche zur Bestimmung 
der Toxizität von 5-FU durchgeführt. Im Anschluss an eine Inkubationszeit von drei Tagen 
wurden die Endpunkte dieser parallel mit beiden Methoden (MTT-Test und Zählung) 
vergleichend ausgewertet. Die Korrelation der Ergebnisse wurde danach mathematisch 
bestimmt. Abbildung 3a und 3b zeigen die ermittelten Messwerte dieser Ansätze mit Mittelwert.  
Abb. 10a/b: Vergleich der Messwerte der Proliferation von KB-Zellen in Abhängigkeit von der 





3.1.2.3 Korrelation der Messwerte des MTT-Tests und der Zellzählung mit Casy-TT 
Hierbei wurden die Ergebnisse der Bestimmung der optischen Dichte des MTT-Tests gegen die 
der Zellzahlbestimmung in einem Diagramm aufgetragen. Anschließend wurde rechnerisch eine 
logarithmische Regressionsgerade bestimmt. Wie man in Abbildung 4 sehen kann, entspricht die 
Abhängigkeit beider Datenreihen voneinander am ehesten nichtlinearen Verhältnissen, wie dies 
entsprechend 3.1.2.1 zu erwarten war.  
 
Abb. 12: Korrelation zwischen der optischen Dichte bei λ=570 nm und der ausgezählten Zellzahl [104*n] 
in Abhängigkeit der eingesäten Zellzahl. Dargestellt sind die Mittelwerte mit SEM. 
Die interpolierte mathematische Anpassung, die für die Bestimmung der Korrelation der zwei 
Messmethoden verwendet wurde, ist eine logarithmische Funktion. Sie erlaubt es, die optische 
Dichte in die Zellzahl umzurechnen, um Aussagen über die Beeinflussung der Proliferation von 
KB-Zellen aus der optischen Dichte zu ermitteln.  





Anhand der Gleichung y = 0,2215 ln(x) + 0,7246 (entsprechend umgeformt nach der gesuchten 
Größe x: x = e^((y - 0,7246)/ 0,2215) konnten die in Tab. 1 gezeigten Werte bestimmt werden. 
Tab. 4: Umrechnungstabelle für E570 nm in Zellzahl der Zelllinie KB. 
OD [E570 nM] entspricht: Zellzahl [105 *n] 
0,4  0,231 
0,6  0,570 
0,8  1,406 
1  3,467 
1,2  8,553 
3.1.2.4 Ermittlung der IC50 
Ausgehend von den durch Casy-TT- und MTT-Test ermittelten Daten wurde rechnerisch 
diejenige Konzentration bestimmt, welche im Vergleich mit den Kontrollen zu einer 
Verminderung der Zellzahlen auf 50% führte. Für die Bestimmung der mittels MTT-Test 
ausgewerteten Zellenplatten ergab sich eine IC50 für 10000 eingesäte KB-Zellen von 2,3 µM, die 
für 2500 Zellen lag bei 0,97 µM. Im Casy-TT-Test lagen die errechneten IC50  für 10000 
eingesäte Zellen bei 2,78 µM, für 2500 Zellen ergaben sich Werte um 1,7 µM. 
 
Abb. 13: Die für die zwei unterschiedlichen Messmethoden -MTT und Casy-TT- errechneten IC50 bei 
10000 oder 2500 eingesäten KB-Zellen nach 72 h. 
3.2 Vitalität der KB-Zellen nach Exposition gegenüber 5-FU 
Im Rahmen der qualitativen Vergleichbarkeit der Zellzahlbestimmungs-Methoden (MTT-Test/ 
Casy-TT®) wurde in zwei Ansätzen mit Hilfe der Casystat®-Software zusätzlich die Vitalität von 
KB-Zellen in Abhängigkeit der 5-FU-Konzentration nach 72 h Inkubation bestimmt. Es wurden 
die Ergebnisse in Abhängigkeit der Zahl eingesäter Zellen (2500 oder 10000 KB-Zellen pro 
Kavität) gegenübergestellt (Abb. 14). Dies zeigt, dass die Beziehung zwischen der Konzentration 
von 5-FU und dem Anteil toter Zellen bei den getesteten Konzentrationen einen nichtlinear 
steigenden, am ehesten einen exponentiellen, oder (im Weiteren) dann einen sigmoidalen Verlauf 
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aufweisen wird (50% tote Zellen bei weit über der tolerierbaren Plasmakonzentration liegenden 
Konzentrationen). Der anti-proliferative Effekt von 5-FU überwiegt weitaus den zytotoxischen 
Effekt, der wiederum eine Zellzahlabhängigkeit bei identischem Volumen und gleicher 5-FU-
Konzentration zeigt.  
 
Abb. 14: Die in Abhängigkeit der 5-Fluorurazil-Konzentration durch das Casy-TT -Zellanalysegerät 
ermittelten Anteile toter KB-Zellen. Gezeigt werden Mittelwerte und die exponentielle Zunahme toter 
Zellen bei 72 h Inkubation. 
Zur präziseren Beschreibung dieser Effekte ist es noch günstiger, zuvor das Verhältnis der toten 
zu lebenden Zellen zu bestimmen. Dem nichtlinearen Verhalten entsprechend lässt sich das 
Verhältnis der toten zu lebenden Zellen unter Verwendung einer polynomischen Gleichung 4. 
Ordnung allgemeingültig darstellen (Abb. 15). 
 
 
       Abb. 15: Verhältnis toter zu vitalen Zellen nach polynomischer Regression. Die zu den Verläufen 
ermittelten Funktionen gestatten die Berechnung der Dosis-Wirkungsbeziehung. 
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Für die ermittelten Abhängigkeiten (y=8,9367*e^0,1145*x für 2500 eingesäte Zellen sowie 
y=4,1841 Ln(x)+14,267 entsprechend x= e^((y-14,267)/4,1841)) für 10000 eingesäte Zellen) 
lassen sich beliebige Dosis-Wirkungsbeziehungen beschreiben. Ausgewählte Ergebnisse sind in 
Tab. 5 dargestellt. 
Tab. 5: Zytotoxische Wirkung von 5-FU auf unterschiedlich dicht eingesäte KB-Zellen: 
Konzentrationsabhängige Zunahme des Anteils toter Zellen. 
 
3.3 Kombinationsversuche mit drei ausgewählten Zytostatika 
Wie unter 2.2.3.4 beschrieben, wurden in den folgenden Experimenten mit KB-Zellen binäre 
Mischungen von Zytostatika und damit mögliche Wechselwirkungen (Interaktionen) von 5-FU 
in Kombination mit Cis sowie 5-FU in Kombination mit DTX getestet. Das experimentelle 
Design war ein Fixed-Ratio-Design. Dies bedeutet, dass die betreffenden Zytostatika in festen 
Konzentrationsverhältnissen miteinander kombiniert und jeweils auch als Einzelsubstanz 
getestet werden, um mittels mathematischer Modelle zu prüfen, welche modellhaften 
Vorstellungen der Interaktion am ehesten zutreffen.  
So kann geprüft werden, ob Synergismus oder Antagonismus der beiden Substanzen bezüglich 
der die Proliferation von Krebszellen (hier: KB-Zellen) vermindernden Wirkungen resultieren. 
Voraussetzung für ein solches Experiment sind die bekannten konzentrationsabhängigen 
Wirkungen der Therapeutika. Diese waren aus der Literatur für DTX und Cis bekannt und 




3.3.1 Kombinationsversuch: 5-Fluorurazil und Cisplatin 
Geringe Konzentrationen von 5-FU und Cis und noch stärker deren Kombination zeigten eine 
Erhöhung des MTT-Metabolismus. Daraus ist abzuleiten, dass die KB-Zellen bei diesen 
Konzentrationen definitiv bezüglich Zytostase unempfindlich waren. Das Zellwachstum bedingte 
sogar eine Zunahme der MTT-Metabolisierungsrate bei diesen Konzentrationen. Erst ab 0,5-
facher IC50 war der MTT-Metabolismus signifikant vermindert. In den Kavitäten, bei denen die 
Chemotherapeutika 5-FU und Cis in verschiedenen Mischungsverhältnissen zum Einsatz kamen, 
wurde eine gegenüber den Monosubstanzen verminderte antiproliferative Wirkung festgestellt. 
Das heißt, dass sich Äquipotente eines Zytostatikums (5-FU oder Cis) nicht durch einander 
ersetzen lassen, ohne dass es zu einer verminderten antiproliferativen Wirkung (größerer 
fortbestehender proliferativer Aktivität) kommt. Dies spricht gegen eine Konzentrations-additive 
Wirkungsweise beider Zytostatika. Die Kombination der Effekte von Cis und 5-FU auf KB-Zellen 
entspricht insofern am ehesten dem Modell der unabhängigen Wirkung. 
 
Abb. 16: Verlauf der zytostatischen Wirkung von Cisplatin, Docetaxel und 5-Fluorurazil auf Zellen der 
Zelllinie KB. Die Mittelwerte der MTT-Metabolisierungsrate nach jeweils dreitägiger Inkubation sind 
links gezeigt, während rechts die Anstiege durch Trendlinien veranschaulicht werden. Cis und 5-FU zeigen 
zwischen ¼ und zweifach IC50 identische Anstiege, während DTX einen steileren 




Abb. 17: Hemmung der Zellproliferation bei unterschiedlichen Konzentrationen und 
Konzentrationsverhältnissen von 5-Fluorurazil und Cisplatin. Dreidimensionale Darstellung der 
Mittelwerte der MTT-Metabolisierung nach dreitägiger Inkubation. 
3.3.2 Kombinationsversuche: 5-Fluorurazil und Docetaxel 
In diesem Ansatz zeigten sich ähnliche Verhältnisse wie im obigen beschriebenen Fall. Nach 
anfänglicher Zunahme der Zellaktivität wurde diese ab einer IC50 von 0,5 rückläufig, eine 
additive Wirkung der Zytostatika konnte auch hier nicht bestätigt werden. Im Vergleich der pur 
eingesetzten Zytostatika konnte DTX eine stärkere Wirkung aufweisen als 5-FU allein. 
Interessant ist die Interaktion von DTX und 5-FU bezüglich der eindeutig DL- und DR-
abhängigen Mischungstoxizität bzw. der in niedrigen Konzentrationen zu verzeichnenden 
hormetischen Effekte, die besonders stark proliferationsfördernd sind, wenn sehr niedrige 
Konzentrationen von 5-FU und DTX gemeinsam appliziert werden. Unterhalb von jeweils ¼ der 
IC50 führt die Kombination von 5-FU und DTX grundsätzlich zu hormetischen Effekten, während 
¼ IC50 sowohl von DTX als auch 5-FU ohne Effekt auf die Proliferation sind. Erst oberhalb von 
jeweils ¼ der TPL ergeben sich die angestrebten verstärkten Effekte. Allerdings erweisen sich 
die Interaktionen als am ehesten mit dem Modell der unabhängigen Wirkung beschreibbar und 





Abb. 18: Hemmung der Zellproliferation bei unterschiedlichen Konzentrationen und 
Konzentrationsverhältnissen von 5-Fluorurazil und Docetaxel. Dreidimensionale Darstellung der 
Mittelwerte der MTT-Metabolisierung nach dreitägiger Inkubation. 
3.4 Ex-vivo-Chemosensitivitätstestungen 
Wie unter 2.2.6 beschrieben, wurden in den folgenden Versuchen die kombinierten Effekte von 
5-FU, Cis und DTX sowie die Einzelwirkungen von Cis und DTX an Tumorzellen des Kopf- 
und Halsbereiches von 34 Patienten bestimmt. Bei diesem Ansatz handelte es sich um ein 
sogenanntes komplettes Design. Nach standardisiertem Verfahren (Flavino-Assay) wurden die 
Tumorzellen im Labor nach dem Verdau mit Kollagenase in die mit den Zytostatika vorbereiteten 
Kavitäten gegeben. Nach einer Inkubationszeit von drei bis vier Tagen wurden die Versuche 
beendet, die Zellen fixiert und Kolonien nach Fluoreszenzfärbung fluoreszenzmikroskopisch 
ausgewertet. 21 der 34 HNSCC-Proben (61,8%) bildeten ex-vivo im arithmetischen Mittel 
mindestens vier Kolonien pro Kavität (Voraussetzung für IC50-Berechnung) und wurden in die 
Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehungen einbezogen (siehe 2.2.3 in M&M). Die 





3.4.1 Dosis-Wirkungsbeziehungen für Ex-vivo-Chemoresponse von HNSCC 
Für eine bessere Übersicht, leichtere Verständlichkeit und Interpretierbarkeit der für alle validen 
Testungen ermittelten Werte erfolgte deren zusammenfassende graphische Darstellung für die 
eingesetzten Dosen und Dosis-Kombinationen als Boxplots in logarithmierter und linearer Form 
in den Abbildungen 19 bis 28. Dies ermöglicht eine allgemeine Betrachtung des 
Zusammenwirkens der untersuchten Chemotherapeutika.  
 
Abb. 19a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition unterschiedlicher Konzentrationen von 
Cisplatin. Auf der linken Seite erfolgt die Auftragung als logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare 
Boxplots. (Innerhalb der Boxen liegen die mittleren 50% der ermittelten Daten, sie werden nach oben 
durch die 75., nach unten durch die 25. Perzentile begrenzt. Die graue Markierung innerhalb der Kästen 
entspricht dem Zentralwert (Median). Die senkrechten Linien repräsentieren nach oben den höchsten 
und nach unten den niedrigsten Wert.) 
Die Abb. 19 zeigt die nach drei Tagen allgemein resultierende konzentrationsabhängig stärkere 
Inhibition der Koloniebildung von HNSCC durch Cis. Allerdings zeigt die Spannweite (Linie 
oberhalb des Boxplots) die Resistenz einiger HNSCC an, die sogar eine unter Cis höhere 
Koloniebildung aufweisen (n=5). 
 
Abb. 20a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition unterschiedlicher Konzentrationen von 
Docetaxel. Auf der linken Seite erfolgt die Auftragung als logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare 
Boxplots. 
Ein ähnliches Bild zeigt sich auch für DTX. DTX vermindert bei einigen HNSCC die 
Koloniebildung sehr stark. Allgemein ergibt sich eine zwischen 137,5 und 275 nM kaum 
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zunehmende Effizienz der DTX-Wirkung. Erst bei 550 nM sinkt die 25. Perzentile stärker. Es 
gibt HNSCC, die unter DTX eine verstärkte Koloniebildung zeigen (n=6). 
 
Abb. 21a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition unterschiedlicher Konzentrationen gegenüber 
Cisplatin bei simultaner Exposition von 5-FU. Auf der linken Seite erfolgt die Auftragung als 
logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare Boxplots. 
Eine Zugabe von 5-FU in der in vivo ermittelten maximal tolerierbaren Plasmakonzentration 
(1,5 µM) erhöht die Wirksamkeit von Cis bezüglich der Unterdrückung der Koloniebildung von 
HNSCC, wie die sinkenden Mediane und Quartil-Grenzen belegen (Abb. 21). Bei Kombination 
von TPL sowohl von 5-FU als auch Cis sinkt der Median auf 0, d.h. 50% der HNSCC sind nicht 
mehr in der Lage, Kolonien zu bilden. Es gibt allerdings HNSCC, die bei anwesendem 5-FU 
unter Cis auch bei bis auf dessen TPL ansteigenden Konzentrationen Resistenz oder sogar eine 
verstärkte Koloniebildung zeigen (n=6). 
 
Abb. 22a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition unterschiedlicher Konzentrationen gegenüber 
Docetaxel bei simultaner Exposition von 5-FU. Auf der linken Seite erfolgt die Auftragung als 
logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare Boxplots. 
Ein ähnliches Bild zeigt sich auch für DTX. Die Wirksamkeit von DTX wird durch Kombination 
mit 5-FU erhöht. Allerdings sind die Effekte verglichen mit dem Zusammenwirken von Cis und 
5-FU eher marginal. Es wird aber die bei einigen HNSCC gefundene hormetische Wirkung von 
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DTX gemindert. Es gibt 5 HNSCC, die unter DTX + 5-FU eine verstärkte Koloniebildung zeigen 
(23,8%). 
 
Abb. 23a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition gegenüber Cisplatin in Kombination mit 
Docetaxel. Auf der linken Seite erfolgt die Auftragung als logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare 
Boxplots. 
Eine wirksamere binäre Kombination stellt diejenige von Cis und DTX dar (Abb. 23 bis 28). Die 
DTX-konzentrationsabhängig zunehmende Effizienz der Cis-induzierten inhibierenden Wirkung 
auf die Koloniebildung wird in den Abbildungen 23, 25 und 27 deutlich. Allerdings zeigt sich 
die Kombination mit 550 nM DTX als nur wenig vorteilhaft gegenüber derjenigen mit 275 nM 
DTX. Die Kombinationen von 3,33 µM Cis mit 137,5 oder 275 nM DTX (Abb. 23 und 25) 
erweisen sich hinsichtlich des dosisabhängigen Effekts als besonders gut wirksam. Unter diesen 
Bedingungen wird die unter anderen Kombinationen gefundene verstärkte Koloniebildung 
komplett unterdrückt, d.h. es wurden die zuvor beobachteten hormetischen Effekte oder 
Resistenzen überwunden. 
 
Abb. 24a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition unterschiedlicher Konzentrationen von 
Cisplatin in Kombination mit Docetaxel bei simultaner Exposition von 5-FU. Auf der linken Seite erfolgt 
die Auftragung als logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare Boxplots. 
Die Effekte ternärer Kombinationen von Cis und DTX mit 1,5 µM 5-FU werden in den 
Abbildungen 24, 26 und 28 für DTX-Konzentrationen von 137,5, 275 und 550 nM DTX gezeigt. 
Die Kombination von 137,5 nM DTX mit 1,5 µM 5-FU zeigt keinen günstigen Effekt hinsichtlich 
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einer verminderten Koloniebildung der analysierbaren 21 HNSCC (Abb. 24). Anders sieht das 
bei der in Abb. 26 gezeigten Kombination mit 275 nM DTX zumindest bezüglich des Medians 
der Koloniebildung in der Kombination von 5-FU mit 1,667 µM Cis aus, einer Kombination, die 
anderweitig grundsätzlich zu vermehrter Koloniebildung führt.  
 
Abb. 25a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition gegenüber Cisplatin in Kombination mit 
Docetaxel. Auf der linken Seite erfolgt die Auftragung als logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare 
Boxplots. 
 
Abb. 26a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition unterschiedlicher Konzentrationen von 
Cisplatin in Kombination mit Docetaxel bei simultaner Exposition von 5-FU. Auf der linken Seite erfolgt 
die Auftragung als logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare Boxplots. 
Der Vergleich von Abb. 25 und 26 belegt augenscheinlich, dass die Kombination mit 1,5 µM 5-
FU allgemein einen Zugewinn der Wirksamkeit von Cis in Kombination mit der ansonsten auch 




Abb. 27a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition gegenüber Cisplatin in Kombination mit 
Docetaxel. Auf der linken Seite erfolgt die Auftragung als logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare 
Boxplots.  
Gegenteilig dazu zeigt der Vergleich der Abbildungen 27 und 28, dass dies nicht für die ternäre 
Kombination bei 550 nM DTX gilt. 
 
Abb. 28a/b: Koloniebildung der HNSCC nach Exposition unterschiedlicher Konzentrationen von 
Cisplatin in Kombination mit Docetaxel bei simultaner Exposition von 5-FU. Auf der linken Seite erfolgt 
die Auftragung als logarithmierte, auf der rechten Seite als lineare Boxplots. 
Die in Abb. 28 gezeigte erhöhte Koloniebildung einiger HNSCC belegt gegenläufige Effekte der 
drei Chemotherapeutika, die unter 4.2.1 ff diskutiert werden.  
Die Übersichten zur Auswirkung verschieden gewählter Konzentrationsverhältnisse von DTX 
und Cis bei Abwesenheit oder Anwesenheit von 5-FU (Abb. 29 und 30) zeigen eindeutig, dass 
die DTX-Konzentration nicht zu hoch, die Cis-Konzentration dagegen nicht unterhalb der Hälfte 
der maximal tolerierbaren Plasmakonzentrationen gewählt werden darf, um nicht über ein 





Abb. 29: Übersicht über die Effekte von 5-FU auf die durch Konzentrationssteigerung von Cisplatin auf 
die Koloniebildung der Tumorzellen vermittelten Wirkungen. Gezeigt werden die in Abhängigkeit 
unterschiedlicher Konzentrationen von Docetaxel ermittelten Mediane der Koloniebildung der 21 
getesteten HNSCC für ein Viertel, die halbe und exakt die tolerierbare Konzentration von Cisplatin 
(links) im Vergleich zu zusätzlicher Anwesenheit von 5-FU (rechts). Optimale Effekte lassen sich nur bei 
Docetaxel-Konzentrationen unterhalb des tolerierbaren Plasmalevels erzielen. 
 
Abb. 30: Übersicht über die Effekte von 5-FU auf die durch Konzentrationssteigerung von Docetaxel auf 
die Koloniebildung der Tumorzellen vermittelten Wirkungen. Gezeigt werden die in Abhängigkeit 
unterschiedlicher Konzentrationen von Cisplatin ermittelten Mediane der Koloniebildung der 21 
getesteten HNSCC für ein Viertel, die halbe und exakt die tolerierbare Konzentration von Docetaxel 
(links) im Vergleich zu zusätzlicher Anwesenheit von 5-FU (rechts). Optimale Effekte lassen sich nur bei 
Docetaxel-Konzentrationen bei mindestens halber maximal tolerierbarer Plasmakonzentration 
(>3,33 µM Cis) erzielen.  
3.4.2 Ex-vivo-Chemoresponse individueller HNSCC  
Zusätzlich zu den in den Abbildungen 19 bis 30 gezeigten zusammenfassenden Ergebnissen im 
FLAVINO-Assay wurden die Interaktionen der Zytostatika auf individueller Ebene für jede 
HNSCC-Probe analysiert. Diese Bestimmung des Interaktionsmodus wurde mittels Probability-
Test nach Jin [97] durchgeführt.  
In Tabelle 6 und 7 ist die Verteilung der Interaktionsmodi der Kombination von Cis und DTX 
mit und ohne 5-FU in Abhängigkeit der getesteten Konzentrationsverhältnisse aufgeführt. In 
Tabelle 6 ist die Interaktion von Cis und DTX in binärer Kombination gezeigt, bei der 
unabhängig von den gewählten Konzentrationen überwiegend additiv erhöhte Wirksamkeit 
gefunden wurde. Echter Antagonismus trat nicht auf, gegenüber den für Additivität vereinbarten 
48 
 
Intervallgrenzen geringerer Wirksamkeit trat bei bis zu einem Drittel der HNSCC insbesondere 
bei niedrigeren Cis-Konzentrationen vermehrt auf. 
 
Tab. 6: Verteilung der Interaktionsmodi von Cisplatin und Docetaxel der 21 getesteten HNSCC.  
 
In den Testungen unter Vergleich der mit der ternären Kombination von Cis plus DTX plus 5-
FU (TPF) ermittelten Wirksamkeit mit derjenigen von einerseits 5-FU und andererseits 
derjenigen durch Binärkombinationen von Cis plus DTX zeigt sich ein positiver Effekt 
(Additivität oder Synergismus) für die Mehrzahl der HNSCC.  
Tab. 7: Verteilung der Interaktionsmodi der 21 getesteten HNSCC von Cisplatin und  Docetaxel unter 
Einfluss von in konstanter Konzentration anwesendem 5-Fluorurazil.  
 
Es ergibt sich aber für die Hinzunahme von 5-FU zu TP in der niedrigsten Konzentration von 
Cisplatin in bis zu 28,6% echter Antagonismus (vergl. Abb. 30 und Tabellen 7 und 8 für 
1,667 µM Cis plus 0,55 µM DTX). 
Der Wirkungseffekt von 5-FU ist in Tabelle 8 dargestellt und zeigt ebenfalls für die 
Binärkombination mit Cis im niedrigdosierten Bereich als auch in Ternärkombination mit DTX 
jeder Konzentrationsstufe verstärkt antagonistische bzw. weniger als additiv wirksame 
Effektivität auf. Dies unterstreicht einen stark negativen Effekt auf die Gesamtwirksamkeit, wenn 
Cis unterdosiert ist, unabhängig von An- oder Abwesenheit von 5-FU. 
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Tab. 8: Verteilung des Interaktionsmodus von 5-Fluorurazil unter Cisplatin und Docetaxel.  
 
Diese Aussage konnte mit gepaarten t-Tests statistisch gesichert werden. So bewirkt die 
Interaktion von Cis und DTX eine signifikante verminderte Effektivität (p=0,034) unterhalb von 
Additivität bei der Kombination niedriger Cis-Konzentration (1,667 µM=¼ TPL) mit niedriger 
DTX-Konzentration (0,1375µM= ¼ TPL). Dies ist gleichermaßen der Fall, wenn 5-FU anwesend 
ist (p=0,028). Allgemein ergeben sich die höchsten Kombinationsindices q bei ½ TPL Cis. Für 
die Interaktion von Cis und DTX bei Erhöhung oder Verminderung der DTX-Konzentration kann 
eine signifikant verminderte Effektivität hingegen nicht beschrieben werden. Für die Effektivität 
von 5-FU bei Kombinationen von niedriger DTX- mit mittlerer Cis-Konzentration gibt es durch 
Hinzunahme bzw. Erhöhung von DTX nur zweimal einen im Trend (p<0,1) verstärkten, 
mehrheitlich dann als Additivität zu beschreibenden Modus. 
3.4.3 Analyse der Zytotoxizität hinsichtlich bestimmter Tumorcharakteristika 
Mittels Χ2-Tests wurden weitere Analysen zur Beeinflussung der Effektivität der 
Therapiemodalitäten bezüglich der Wirkung im Ex-vivo-Versuch vorgenommen. Zuerst wurde 
der Einfluss des Geschlechts untersucht. Geschlechtsspezifische Differenzen wurden nicht 
gefunden. Die Reaktivität von Frauen gegenüber Cis, Cis+5-FU wie auch DTX und DTX+5-FU 
zeigte keinerlei signifikante Differenz zu derjenigen der Männer. Gleichermaßen wurden keine 
statistisch sicheren Unterschiede der Koloniebildungsfähigkeit unter Ex-vivo-Chemotherapie bei 
HNSCC verschiedener Lokalisationen gefunden (Lokalisationen der Tumoren sind in Tab. 3 zu 
finden). 
Die Patienten mit UICC III rauchten signifikant weniger als Patienten mit UICC IVA und IVB 
(p<0,01). Dennoch ergaben sich bezüglich der Reaktivität gegenüber sowohl Cis und DTX (beide 
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gemessen an der IC50 wie auch an der Unterdrückung der Koloniebildungsfähigkeit auf ≤2 
epitheliale Kolonien) keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den Tumorstadien UICC III 
und IVA und/oder IVB. Auch der TNM-Status zeigte weder für T noch für N einen signifikant 
differenten Effekt. Unterschiede in der Chemoresponse ex vivo wurden bei Rauchern mit einem 
kumulativen Tabakkonsum von mehr als 20 Packyears und insbesondere Rauchern mit mehr als 
40 Packyears gesehen (p<0,05). Konträr dazu erwies sich der von den Patienten anamnestisch 





Innerhalb des folgenden Kapitels werden in der Abfolge der Ergebnisdarstellung sowohl die 
Methodik der Durchführung des experimentellen Teils dieser Arbeit besprochen als auch die in 
der Einleitung aufgeführten Fragen (siehe 1.8) beantwortet. 
4.1 In-vitro-Chemosensitivitätstestung an KB-Zellen 
Um Toxizität und Mutagenität von Substanzen und pharmakologische Wirkungen zu testen, sind 
In-vitro-Tests aus mehreren Gründen sehr willkommen und ermöglichten eine Vielzahl von 
Erkenntnissen, die zu neuen Medikamenten und deren Eingang in die klinische Diagnostik und 
Therapie geführt haben. Eine Chemoresponsetestung durchzuführen, um die Prädiktion eines 
potentiellen Therapieerfolges ähnlich einem Resistogramm zu ermöglichen, wäre ebenfalls ein 
erstrebenswertes, für die klinische Routine aber bisher nicht umgesetztes Ziel. Um auf diesem 
Weg voranzukommen, wurden in der Arbeit Experimente mit HNSCC, initial aber mit KB-
Zellen, durchgeführt. 
Die Zelllinie KB ist eine epitheliale Zelllinie, die für Referenzzwecke in der 
Chemoresponsetestung häufig herangezogen worden ist. Das FLAVINO-Verfahren setzt eine 
Qualitätssicherung durch die simultane Testung einer Zelllinie voraus, um sicherzustellen, dass 
die experimentellen Bedingungen durchgängig den zu fordernden Rahmenbedingungen 
entsprachen und das Testergebnis tatsächlich auf die Wirkung der eingesetzten Therapeutika und 
nicht experimentelle Artefakte zurückzuführen ist. Insofern bot sich an, die Testung der 
Interaktion der Therapeutika und die modellhafte Beschreibung dieser Daten unter Verwendung 
der Zelllinie KB vorzunehmen, zumal Orientierung erlaubende Datenerhebungen im HNO-
Forschungslabor existierten. 
Bei der Auswertung der Proliferationstestung von KB-Zellen zeigte sich bei einer Einsaat von 
10000 Zellen nach einer Inkubationszeit von 144 h ein Stopp des exponentiellen Wachstums. 
Dies war bei einem Inokulum von 2500 Zellen nicht aufzuzeigen und spiegelt die stationäre 
Wachstumsphase (durch Nährstoff- und Platzmangel bedingter Rückgang der Zellteilung bei 
einer zu großen Zellpopulation) wider. Deshalb - und weil prädiktive 
Chemosensitivitästestungen, einmal in die klinische Routine integriert, die Möglichkeit einer 
schnellen Auswertung verlangen - wurden die nachfolgenden Experimente mit KB-Zellen und 
Tumorzellen nach einer Inkubationszeit von weniger als sechs Tagen evaluiert [165].  
Darüber hinaus waren die für KB-Zellen publizierten IC50 von DTX und Cis in Experimenten 
mit einer Einsaat von 10000 Zellen pro 300 µl Zellkulturmedium ermittelt worden [92, 165] Die 
nachfolgenden Experimente wurden daher gleichermaßen konzipiert und ebenfalls nach 72 h, 
allerdings mittels MTT-Test, ausgewertet. 
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4.1.1 Effektivität von 5-Fluorurazil gegenüber der Zelllinie KB 
5-FU wird bereits seit mehr als drei Jahrzehnten in der Chemotherapie solider Tumoren einge-
setzt [2, 120]. Es gehört als Zytostatikum in die Gruppe der Pyrimidin-Antimetaboliten und führt 
über verschiedene Metabolisierungsschritte zur Herstellung fehlerhafter DNA und RNA [121, 
142]. Die aktiven Metaboliten 5- Fluorooxyuridinmonophosphat (FdUMP) und 5- Fluorou-
ridintriphosphat (FUTP) werden intrazellulär aus 5-FU überführt. 5- Fluorooxyuridin-
monophosphat (FdUMP) hemmt unter Anwesenheit des Cofaktors Methylentetrahydrofolat 
(5,10-CH2-FH4) die Thymidilatsynthetase, welche enzymatisch die Synthese von Thymidilat 
(dTMP) katalysiert und somit den entscheidenden Schritt für die DNA-Synthese darstellt [142]. 
Des Weiteren kann es durch den Einbau von phosphoryliertem FdUMP zu Doppelstrangbrüchen 
innerhalb der DNA kommen. Eine fehlerhaft strukturierte RNA-Synthese wird über den Einbau 
von 5- Fluorouridintriphosphat (FUTP) anstelle von UTP induziert [111].  
In meinen Experimenten zeigte der Einsatz von 5-FU bei einer Zellzahl von 2500 und 10000 
Zellen der Zelllinie KB eine signifikante Hemmung der Proliferation der Zellen in Abhängigkeit 
von den eingesetzten Konzentrationen. Der Einsatz der höchsten Konzentration von 5-FU, 
10 µM, welches mehr als dem Sechsfachen des maximal tolerierbaren Plasmalevels entspricht 
[9], konnte nach drei Tagen Inkubation die Proliferation der KB-Zellen nicht vollständig unter-
drücken. Dass der alleinige Einsatz von 5-FU allgemein nicht zu einer kompletten Remission 
führt, ist bereits in der Literatur beschrieben [2]. Dies basiert vermutlich auf der Tatsache, dass 
5-FU ein zellzyklusabhängiges und phasenspezifisches Zytostatikum ist. Es greift in die G1-S-
Phase des Zellzyklus der Tumorzellen ein [141, 169] und induziert überdies Apoptose über den 
Protein-p53-abhängigen Signalweg [169]. Sich außerhalb der Replikationsphase befindende 
ruhende Zellen können sich somit unter „plasmatolerablen“ Dosierungen dem toxischen Effekt 
von 5-FU entziehen [2, 142].  
Die Konzentration, die zur Reduktion der Zellzahl auf je die Hälfte (IC50) führte, lag bei einer 
Zellzahl von 2500 zwischen 2,3 µM (Casy-TT®) und 2,78 µM (MTT-Test), bei einer Zellzahl 
von 10000 zwischen 0,97 µM und 1,7 µM. Dies zeigt zum einen, dass eine positive Korrelation 
zwischen der Höhe der ermittelten IC50 und der Einsaat der Zellen existiert, andererseits zeigt es 
aber, dass KB gegenüber 5-FU selektiv wesentlich weniger chemosensibel ist als gegenüber Cis 
und DTX, bei denen die IC50 mit 200 nM und 280 pM bei weniger als einem Dreißigstel bzw. 
Tausendstel der maximal tolerierbaren Plasmakonzentrationen [20, 47] liegt.  
Die unterschiedlichen Werte der in dieser Arbeit ermittelten IC50-Konzentrationen ergeben sich 
aus den zwei verschiedenartigen Messmethoden. Für eine präzise Vergleichbarkeit wurde in drei 
Doppelversuchen (siehe 3.1.2 ff) die Korrelation der Ergebnisse von den zwei verschiedenen 
Testsystemen geprüft. Während bei der Zellzählung mit dem Casy-TT-Zellanalysegerät alle 
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Zellen einzeln die Messpore passieren und eine exakte Bestimmung von Zellzahl, Zellvolumen 
und Zellvitalität erfolgt (Coulter-Prinzip; Casy-Geräteanleitung), handelt es sich beim MTT-Test 
um eine indirekte Methode zur Bestimmung des Zellwachstums. In diesem Viabilitätstest wird 
die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen bestimmt (siehe 2.2.3.2). Kommt es 
allerdings unter Zytostatikumeinfluss zu oxidativem Stress für die einzelne Zelle, diese vermehrt 
Zellatmung betreibt [114], wird diese Aktivität im Testergebnis als erhöhte Zellmetabolisierung 
sichtbar und kann zu einer Fehlinterpretation der Testergebnisse führen. Es ist daher 
anzunehmen, dass die ermittelten Ergebnisse des MTT-Tests im Bereich geringer oder gerade 
einsetzender Toxizität über einen zur Detoxifikation notwendigerweise erhöhten Metabolismus 
(aktivierte Atmungskette) eine Überbewertung der Zellproliferation bewirken oder wiedergeben 
kann. Daraus mag resultieren, dass der MTT-Metabolismus andererseits vergleichsweise 
ungeeignet ist, zytostatische Effekte frühzeitig (respektive bei niedrigen Konzentrationen) 
anzuzeigen.  
Der MTT-Assay ist zwar ein gut etabliertes Verfahren, in vitro die Chemosensitivität humaner 
Zelllinien, wie der KB-Zelllinie, zu erfassen. Um einer Verfälschung der Testergebnisse auf-
grund erhöhter metabolischer Stoffwechselprozesse entgegenzuwirken, wäre eine anschließende 
angleichende Umrechnung der Ergebnisse in die Zellzahl empfehlenswert, wie die in Abb. 4 
(3.1.2.3 ff) gezeigten Zusammenhänge belegen. Mit der Versuchsreihe zur Korrelation der 
Testmethoden MTT und Casy-TT® ist es innerhalb dieser Arbeit gelungen eine mathematische 
Gleichung zu erstellen, mit welcher eine verlässliche Umrechnung möglich ist und welche 
letztlich präzisere Daten liefert und insofern künftig für die Bewertung zytostatischer Effekte 
unter identischen Laborbedingungen herangezogen werden kann.  
In der Literatur sind differente Angaben bezüglich der Chemosensititvität bestimmter standar-
disiert eingesetzter Zelllinien gegenüber 5-FU zu finden. Auch im interindividuellen Vergleich 
variieren sowohl das Toxizitätsprofil als auch die Pharmakokinetik beträchtlich [120]. Die IC50, 
ein beschreibendes Kennzeichen der Chemosensitivität, variierte beispielsweise innerhalb zweier 
miteinander verwandter Kolonkarzinom-Zelllinien; für HT-29-Zellen wurde die IC50 mit 0,9 µM 
beschrieben und 4 µM für HCT-8-Zellen [122]. Bei einer experimentellen Reihe mit einer 
weiteren humanen Kolonkarzinom-Zelllinie (NCI H548) wurde die IC50 mit 24,2 +/-4,5 µM 
wesentlich höher bestimmt [98]. Auch bei Testungen einer humanen Ovarialkarzinom-Zelllinie 
(A2780) und verschiedenen Magenkarzinomzelllinien (MKN-1,-28,-45,-74) wurden stark 
divergente IC50-Werte ermittelt [36, 142]. Es ist demnach davon auszugehen, dass die 
Zytotoxizität von 5-FU entscheidend von der getesteten Zelllinie abhängig ist. Überdies gibt es 
starke Abhängigkeiten vom eingesetzten Testverfahren, wie Rudzok eindrucksvoll in ihrer 
Arbeit „Cell-toxicological research of mixture effects of environmental relevant pollutants on the 
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human cell line HepG2“ zeigen konnte. Die verschiedenen Testverfahren verursachten bei 
verschiedenen Chemikalien mitunter sehr starke Abweichungen der Testergebnisse. Die neun 
gängigen Zytotoxizitäts-Messverfahren, welche unter anderem der Klärung der Interaktionsmodi 
zweier Substanzen dienen sollten, zeigten heterogene Ergebnisse, die wiederum testspezifisch 
Über-oder Unterbewertung der Toxizität bewirkten. Einige der Testverfahren erwiesen sich 
wegen der Durchführungsmodalitäten und des testspezifischen Readouts als gänzlich ungeeignet 
für die Testung bestimmter Substanzen, obwohl es sich bei ihnen in anderem Kontext um 
erprobte und valide Verfahren handelt [136]. Insofern ist die Übertragbarkeit von Daten aus 
verschiedenen Testverfahren nicht ohne weiteres gegeben. Aus Daten, welche nicht mittels der 
gleichen Testverfahren gewonnen wurden, auf eine korrekte Erfassung des Effekts mit einem 
anderen Testverfahren zu schließen, ist ohne die Berücksichtigung dieser Einschränkungen 
unmöglich. Demnach sollte darauf möglichst verzichtet werden. Auch unterschiedliche 
Expositionszeiten lassen Vergleiche im Rahmen zytotoxischer Tests nur bedingt zu [36, 98, 122, 
142]. 
In einer weiteren experimentellen Reihe zur Testung der Zytotoxizität von 5-FU anhand der 
Zelllinie KB zeigte sich eine Abhängigkeit der evaluierten IC50-Werte von den verwendeten 
Nährmedien bzw. der damit verbunden abweichenden intrazellulären Folatkonzentration. Im 
Koloniebildungstest konnte die Sensitivität von KB-Zellen gegenüber 5-FU bei Kultivierung in 
P Medium (annähernd physiologische Bedingungen) mit einem IC50-Wert von 20 µM ermittelt 
werden, welches der zehnfachen IC50 bei Kultivierung in S Medium (standardisiertes RPMI 1640 
mit etwa hundertfach höherer Folatkonzentration als physiologisch) entspricht [99]. Wie bereits 
im oberen Teil erläutert, stellt Folat einen wesentlichen Faktor des Wirkmechanismus 5-FUs dar. 
Im Rahmen der chemotherapeutischen Behandlung des Kolonkarzinoms wird Folinsäure 
(Leukovorin, LV) standardmäßig in Kombination mit 5-FU appliziert, hier konnte ein Zugewinn 
des zytotoxischen Effekts von 5-FU in klinischen Studien gesichert werden [8, 110]. Innerhalb 
der Therapie für Tumoren des Kopf-und Halsbereiches spielt Folinsäure trotz der in klinischen 
Phase-I/II-Studien gegenüber dem PF-Regime nachgewiesenen Überlegenheit des PFL-Schemas 
(Platinderivat plus 5-FU plus Leukovorin) im Sinne einer Erhöhung der Ansprechrate [40] bisher 
keine Rolle.  
Es ist bekannt, dass flavinhaltige Medien zu einer Verfälschung der Testergebnisse führen 
können. Werden Riboflavin oder Riboflavin-Derivate UV-Licht ausgesetzt, kommt es zu ver-
schiedenartigen Reaktionen, u.a. zur Freisetzung von Sauerstoffradikalen, welche Zelltod und 
Mutationen infolge DNA-Schädigung provozieren. Die daraus resultierenden, unkalkulierbaren 
Abweichungen führen dazu, dass Versuche ohne Ausschluss kurzwelligen Lichts nicht valide 
reproduziert werden können [62, 86]. Tests, welche auf zytotoxische Photoreaktionen keine 
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Rücksicht nehmen, sind insofern fehlerhaft und liefern letztlich in der In-vitro-Testung Ergeb-
nisse, die bestenfalls qualitativ („proof of principle“), jedoch niemals quantitativ valide über-
tragbare Ergebnisse sind [62].  
Dass auch die Wahl des Verdauungsenzyms für die Vereinzelung der Zellen von Bedeutung sein 
kann, zeigt sich möglicherweise am Beispiel meiner Darstellung des Anteils toter Zellen unter 
Einfluss von 5-FU (siehe 3.2 ff): Bei einem Inokulum von 2500 Zellen zeigt sich 
erwartungsgemäß konzentrationsabhängig ein exponentieller, im späteren Verlauf nahezu 
sigmoidaler Anstieg der Sterberate-Kurve. Auffällig sind jedoch die anfänglichen Werte im 
Ansatz der 2500 eingesäten Zellen. Hier erscheint die Rate toter Zellen überhöht, denn sogar in 
den Kontrollkavitäten ohne Zytostatika- Einfluss überschreitet der Anteil der abgestorbenen 
Zellen 10%. Innerhalb dieser 10% liegt der natürlich vorkommende physiologische 
Zelluntergang wie er zum Beispiel auch bei Blutprobengewinnung vorkommt (Daten des HNO-
Forschungslabors entsprechend Zählung mit Casy® sowie im Trypanblau-Ausschlussverfahren, 
unpubliziert). Allgemein ist wahrscheinlich, dass die Trypsinierung der KB-Zellen deren 
Vitalität beeinträchtigt. Dieser Effekt sollte sich in den Ansätzen mit 2500 Zellen pro Kavität 
stärker widerspiegeln, da die Trypsinkonzentrationen oder Inkubationszeiten nicht auf niedrigere 
Zellzahlen adjustiert wurden: Da bei der Versuchsvorbereitung die KB-Zellen in mehreren 
Schritten gewaschen und mit Trypsin behandelt werden, um adhärente Zellen vom Boden der 
Kulturflaschen zu lösen, ist es denkbar, dass bei Anwesenheit von nur wenigen Zellen der 
tryptische Verdau nicht auf die extrazellulären Proteine beschränkt blieb. Durch die 
Trypsinierung ist es möglich, dass es zu einer gestörten Zell-zu-Zell-Interaktion kommt, intra-
zelluläre Strukturen geschädigt werden und/oder Apoptose induziert wird [90, 101], was 
wiederum den erhöhten Anteil toter KB-Zellen erklären kann. Diesem Punkt wird im FLAVINO-
Assay mit HNSCC beim Verdau der Tumorproben Rechnung getragen; die Methode scheitert 
aber bei der Ablösung der KB-Zellen von Polystyren-Oberflächen. 
Neben den bereits genannten Möglichkeiten wird der Elimination von 5-FU, zu 80% über die 
vor allem leberständige Dihydropyrimidindehydrogenase gesteuert, eine Mitbeteiligung der 
individuellen Sensitivitäten für Testungen unterschiedlicher Zelllinien und Tumorbiopsate zu-
gesprochen [120]. Aufgrund vielversprechender präklinischer Tests [11, 144] war innerhalb einer 
Phase-I-Studie von Leichman und Kollegen der Effekt von 5-Ethynyluracil (Eniluracil, 5-EU) in 
Kombination mit 5-FU erprobt worden. Man hatte sich durch die irreversible Hemmung der 
Dihydropyrimidindehydrogenase eine Zunahme der Ansprechbarkeit und Toxizität von 5-FU, 
bei erhöhter oraler Bioverfügbarkeit, verminderter Plasmaclearance und AUC (area under the 
concentration-time curve), erhofft. Bei Tumorgewebe des Kopf-und Halsbereiches war bei 
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vermindertem Vorkommen von Dihydropyrimidindehydrogenase ein erhöhtes Ansprechen auf 
5-FU nachgewiesen worden [144].  
Die bei i.v. Applikation durchschnittliche Eliminationshalbwertzeit beträgt in Abhängigkeit der 
Dosis für 5-FU zwischen 10-20 min, bereits nach 3 h ist 5-FU im Plasma nicht mehr nach-
zuweisen [95]. In Konsequenz der Erfahrungen mit 5-FU als Monosubstanz erfolgte die klinische 
Prüfung von Kombinationen mit anderen Therapeutika wie Cis und DTX oder die simultane 
Gabe zur Strahlentherapie. Binäre Kombinationen mit Cis und anderen Platinverbindungen 
erwiesen sich in klinischen Studien als wesentlich wirksamer als 5-FU oder Cis allein. Eine 
deutliche Erhöhung der Ansprechraten durch Kombinationschemotherapie im Vergleich zu 
Chemotherapie mit Monopräparaten konnte in diversen präklinischen und klinischen Studien 
gesichert werden. Während die Ansprechraten (overall response rates) für 5-FU, Cis und DTX 
allein mit nur etwa 10-42% [33, 38, 44, 63, 77] relativ niedrig ausfallen, konnten in Studien der 
Testung binärer Kombinationen insgesamt Ansprechraten (overall response rate = ORR = 
Summe aus partieller und kompletter Remission) zwischen 60-80% nachgewiesen werden [40]. 
Auch in ternären Kombinationen mit Platinverbindungen und Taxanen (wie DTX) zeigte 5-FU 
sehr gute Wirkungen gegenüber HNSCC. Hier lagen nunmehr die ermittelten ORR bei über 90-
100% [40, 83, 123, 152].  
Die Applikation einer Kombination verschiedenartiger Medikamente führt prinzipiell zu einer 
Erhöhung des Nebenwirkungsspektrums und des Auftretens toxischer Effekte. Durch die 
Schädigung primär gesunden Gewebes resultieren in Abhängigkeit von der Darreichungsform, 
der gewählten Medikamentenkombinationen und des individuellen Patientenstatus milde bis 
schwerste Effekterkrankungen. Es gelten deshalb einige allgemeine Grundsätze: Die getesteten 
Substanzen sollten bei differentem Wirkmechanismus jede für sich nachweislich einen 
zytotoxischen Effekt auf das bestimmte Tumorgewebe ausüben. Um die Nebenwirkungen dabei 
so gering wie möglich zu halten, sollten sie sich in ihrem Nebenwirkungsprofil so wenig wie 
möglich überschneiden [102]. Im Kontext klinischer Studien wird wenn möglich die maximal 
tolerierbare Dosis (MTD) eingesetzt, die durch dosislimitierende Toxizitäten (DLT) bestimmt 
wird. Rationale ist eine für viele zytotoxisch wirksame Substanzen nachgewiesene proportionale 
Dosis-Wirkungsbeziehung für die Einzelsubstanz, wonach „viel hilft viel“ gilt, weshalb wenn 
immer möglich die applizierten Dosen eskaliert werden. 
Eine allgemein weit verbreitete Empfehlung für die Dosierung von DTX im Rahmen kombi-
nierter Chemotherapie liegt in der Gabe von 75 mg/m2 als einstündige Kurzinfusion [44, 135, 
125, 155]. Myelosuppression, deren klinische Relevanz sich im Sinne einer Neutropenie bereits 
ab einer Dosierung von >50 mg/m² entwickeln kann und sich bei Applikation von 100 mg/m2 bei 
fast jedem Patienten manifestiert, stellt die wesentliche dosislimitierende Komponente DTX dar 
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[153]. Für 5-FU gelten als wichtigste dosislimitierende Nebenwirkungen – in Abhängigkeit von 
der Darreichungsform und des Applikationszeitraumes – gastrointestinale Beschwerden wie Sto-
matitis und Diarrhoe [153] sowie das Hand-Fuß-Syndrom [105]. Je nach Schema und Dauer der 
Anwendung variiert die empfohlene Dosierung für 5-FU [71] zwischen 300-1000 mg/m² KOF. 
Die höchste Anreicherung wurden in Tumoren des Kopf- und Halsbereiches – bei unveränderter 
Verträglichkeit – erzielt, wenn 5-FU über einen längeren Zeitraum infundiert wird. Bei 
Bolusgabe oder Kurzinfusion kann es hingegen zu einer kurzfristigen Übersättigung des Katabo-
lismus von 5-FU kommen [5, 11], es resultieren erhöhte AUC-Werte und Akuttoxizität. 
Cis wirkt konzentrationsabhängig v.a. stark nephro- und neurotoxisch. Die empfohlene 
Dosierung liegt für Cis allein bei 50-120 mg/m² KOF in 3-4 wöchigen Abständen oder 15-20 
mg/m2 KOF am Tag 1-5 in 3-4 wöchigen Abständen [135]. Allerdings zeigt Cis in Kombination 
mit anderen Chemotherapeutika ein überlappendes Toxizitätsprofil. Obwohl die Zytostatika Cis, 
DTX und 5-FU hinsichtlich ihres Wirkmechanismus entschieden different sind und z. B. in der 
experimentellen Studie von Felici und Kollegen keine klinisch relevanten pharmakokinetischen 
Interaktionen für diese Dreierkombination nachgewiesen wurden [67], zeigten Modellversuche 
an Mäusen eine verstärkte Toxizität in Kombination bspw. mit DTX [18, 19]. Die empfohlene 
Dosierung als Induktionschemotherapie vor Strahlen- bzw. Chemoradiotherapie liegt bei 
75 mg/m2 DTX als einstündige Infusion, gefolgt von 75 bzw. 100 mg/m2 Cis über eine Stunde 
bzw. 0,3-3 Stunden an Tag 1, gefolgt von 750 bzw. 1000 mg/m2 5-FUals Dauerinfusion über 4 
bzw. 5 Tage [155, 125]. 
Die Toxizitätsverstärkung bei binären Medikamentenkombinationen beschreibt der Combination 
Toxicity Index (CTI) für ausgewählte Substanzen. Er gibt an, inwiefern die Dosierungen zweier 
Medikamente, die initial in einer Dosis eingesetzt wurden, die in 10% zu einem fatalen Outcome 
im Modellorganismus (Maus) geführt hat (LD10), innerhalb einer binären Kombination 
proportional vermindert werden muss, um die LD10 nicht zu überschreiten. Ein CTI von 1,0 
bedeutet hierbei, dass bei einer Kombination von zwei Substanzen beispielsweise nur 50% der 
Volldosis (der LD10) einer jeden Einzelsubstanz eingesetzt werden darf (oder andere 
Kombinationsverhältnisse: bspw. 25:75 etc.), damit sich die Toxizität nicht erhöht. Den idealen 
Fall stellt hierbei ein CTI von 2,0 dar; er besagt, dass beide Substanzen in ihrer vollen LD10-
Dosis kombiniert werden können, ohne dass weitere fatale Ereignisse resultieren [41]. Im 
Vergleich der in klinischen Studien gewählten Dosierungen von Medikamentenkombinationen 
mit den für Cis, DTX und 5-FU ermittelten CTIs (und den in dieser Kombination nach wie vor 
hohen dosislimitierenden Toxizitätsraten sowie dem bisher nicht durchgängig nachgewiesenen 
Nutzen (bspw. bzgl. Verlängerung des 5-Jahres-Überlebens), liegt es nahe, eine Korrelation 
dieser Faktoren anzunehmen. Würde man die Dosierungen der Zytostatika entsprechend des 
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Combination Toxicity Index anpassen, würden für die gewählten Kombinationen wesentlich 
niedrigere Dosisempfehlungen als die in einigen Studien der Phase-I/II und -III [40, 74, 83, 124, 
152] eingesetzten Dosen resultieren. Für DTX in Kombination mit Cis wurde ein CTI von nur 
0,75 und in Kombination mit 5-FU zwischen 1,2 und 1,4 bestimmt [19]. Diese Ergebnisse zeigen 
die Notwendigkeit einer drastischen Dosisreduktion zur Vermeidung zusätzlicher Toxizität auf. 
Ob dies zu verminderter Wirksamkeit führen muss oder aber ohne Wirksamkeitsverlust über 
geeignete Wahl der Dosierungen einzelner Komponenten möglich ist, sollte in dieser Arbeit 
geprüft werden und wird tatsächlich durch die Ex-vivo-Daten der Testung von HNSCC gezeigt. 
Um die Durchführung der Experimente mit HNSCC zu ermöglichen, mussten die Verhältnisse 
an einem besser reproduzierbaren (weil genetisch und phänotypisch einheitlichem) Testsystem 
etabliert werden. Somit wurden diese Untersuchungen unter Verwendung der Zelllinie KB 
durchgeführt, weil bei einer Kenntnis der IC50-Konzentrationen Experimente in einem Fixed-
Ratio-Design durchgeführt und reproduziert werden können, während es sich bei HNSCC (siehe 
unten) um primäre Gewebe handelt, die zum Zeitpunkt der Testung keine 
Adaptationsmöglichkeit und damit verbunden aber auch keine artifiziellen Eigenschaften 
erwerben können. Leider schließt das eine Wiederholung der Experimente aus. 
In den Toxizitätstestungen der Einzelsubstanzen unter Wirkung von 5-FU, DTX und Cis zeigte 
sich in den Ansätzen niedriger Dosierung, wie auch in den Testungen der binären 
Kombinationen, zunächst eine Zunahme der Zellproliferation bzw. des MTT-Metabolismus. Erst 
ab einer Zytostatikakonzentration entsprechend ¼ der IC50 war eine definitive Hemmung der 
Zellproliferation zu verzeichnen. Es ist zu diskutieren, ob es sich bei diesem Effekt, bei in 
niedriger Konzentration eingesetzten Zytostatika, eventuell um den Effekt sog. hormetischer 
Stressantwort, Hormesis oder Mitohormesis, handelt. 
In einem Review von Calabrese und Baldwin wird Hormesis definiert als eine – in Abhängigkeit 
von der Dosierung – (gegebenenfalls auch unspezifische) Reaktion, die sich beispielsweise als 
Stimulation von Zellwachstum im niedrig dosierten bzw. als Hemmung in hoch dosierten 
Konzentrationsbereichen äußert [28]. Anders ausgedrückt bezeichnet es den Effekt, dass ein 
Stressor (biologisch, chemisch, physikalisch), welcher in höherer Dosierung z.B. eine Zelle oder 
einen Organismus schädigt, bei Verabreichung in niedriger Dosierung zu einem Gewinn, z.B. im 
Sinne einer längeren Lebenserwartung, führen kann, wenn die Adaptationsprozesse einen nicht 
krankmachenden (im Sinne von Adaptationsmöglichkeiten überfordernden) Effekt auslösen. 
Häufig diskutiert wird dieses toxikologische Ereignis u.a. in der Ernährungswissenschaft. Laut 
Ristow und Zarse konnte in experimentellen Studien gezeigt werden, dass bestimmte Stressoren 
(alimentäre Kalorienreduktion, körperliche Aktivität, Hitze, Strahlung, Medikamente und 
Chemikalien), welche den mitochondrialen Stoffwechsel anregen, die biologische Zellalterung 
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reduzieren und zu einer Verlängerung der Lebensdauer führen [129, 131]. Hierbei stehen vor 
allem die durch metabolischen oder oxidativen Stress anfallenden Oxidantien wie reactive 
oxygen species (ROS), reactive nitrogen species (RNS), freie Radikale sowie Säuren und 
Aldehyde [128] im Fokus des Geschehens. Ihre verstärkte Produktion führt sozusagen zu einer 
„Aufrüstung von Verteidigungsmechanismen“ auf Zellebene und resultiert in einer Erhöhung der 
zellulären Stresstoleranz [131]. An menschlichen Zellen verschiedener Gewebe konnten Rattan 
und Kollegen als Reaktion wiederholt eingesetzter Hitzewirkung ebenfalls hormetische Effekte 
sichern. Sie zählen zu ebensolchen Effekten „die Reduktion oxidativ geschädigter Proteine, 
vermehrtes Vorkommen von Chaperonen, eine vermehrte Stimulation proteosomaler Aktivität, 
Verstärkung der Stresstoleranz sowie Verbesserungen bzgl. Wundheilung, Differenzierung und 
Angiogenese“ [129]. Allgemein sind regulatorische Prozesse zu diskutieren, die auf 
regulatorischer inklusive epigenetischer Ebene Modulation der Zellphysiologie reflektieren. 
Obwohl nicht wenige Beobachtungen hormetischer Effekte in der Literatur beschrieben sind, ist 
die allgemeine Akzeptanz dieses Phänomens weitaus schwächer ausgeprägt. Ein grundlegendes 
Problem stellt unter anderem die Frage dar, worin die Ursache von Hormesis liegt. Bisher ist 
nicht eindeutig geklärt, ob Hormesis aus den spezifischen Eigenschaften der eingesetzten Noxen 
resultiert oder ob die komplexe Antwort des Organismus auf ein toxisches Agens ursächlich ist 
[147].  
Tatsächlich werden im medizinischen Bereich aber bereits einige Medikamentengruppen, für 
welche hormetische Effekte bekannt sind, in Hormesis induzierenden Niedrigkonzentrationen 
eingesetzt [29, 45]. Auch in der Onkologie konnte Hormesis bestätigt werden, sowohl positiv 
nutzbar in der Strahlentherapie (low dose irradiation) [10] als auch als gefürchteter Nebeneffekt 
beispielsweise im Sinne der Resistenzbildung im Rahmen chemotherapeutischer Behandlungen. 
Auch der FLAVINO-Assay zeigte in der Testung von HNSCC Hormesis für DTX [91], nicht 
jedoch für Cis. 
Wie dargestellt bewirkten zu niedrige Konzentrationen der Therapeutika eher hormetische Ef-
fekte gegenüber KB-Zellen. Die Kombination der Effekte von Cis und 5-FU sowie DTX und 5-
FU auf KB-Zellen zeigte in meinen Ansätzen für die niedrigen Zytostatikakonzentrationen bis 
zu ¼ der IC50 ebenfalls einen die Zellproliferation stimulierenden Effekt gegenüber der Einzel-
substanz, dadurch eine Verstärkung des bei den Einzelsubstanzen zu verzeichnenden prolife-
rationsfördernden Effekts und damit das Gegenteil des angestrebten Effekts (Verminderung der 
Proliferation=Zytostase). Damit definiert dieser Konzentrationsbereich eine zu vermeidende 
Konstellation unterhalb therapeutischer Wirkung. Mit höheren Konzentrationen ab ¼ der IC50 
von DTX und 5-FU bzw. Cis und 5-FU (die Einzelsubstanzen zeigten zytostatische Effekte ab ¼ 
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der IC50) konnte dann gezeigt werden, dass die Hemmung der Zellproliferation in den Kom-
binationstestungen weniger effektiv war als in den Testungen der Einzelsubstanzen. Die 
Effizienz der binären Mischungen in diesem Konzentrationsbereich entspricht insofern zwar am 
ehesten dem Modell der „Unabhängigen Wirkung“, zeigt aber in Kombinationen unterhalb der 
IC50 der Therapeutika echten Antagonismus gegenüber der Einzelsubstanz. Bei KB-Zellen waren 
erst unter Verwendung von Konzentrationen ab 0,5- facher IC50  die angestrebten 
Wirkungserhöhungen in Kombination (durch Additivität entsprechend Jin-Gleichung belegt) 
nachgewiesen. Die Frage, ob solche Effekte auch bei HNSCC auftreten, wurde nachfolgend 
untersucht. 
4.2 Ex-vivo-Chemosensitivitätstestungen an Tumorzellen 
Gegenwärtig wird bei der chemotherapeutischen Behandlung von Krebspatienten weitestgehend 
auf Medikamente zurückgegriffen, deren „overall performances“ im Allgemeinen überzeugen 
konnten, d.h. es werden Therapiemodelle angewandt, deren Einsatz auf statistisch gesichert 
klinischen Studien und Meta-Analysen basiert [32, 52, 165]. Ob und wie ein Tumor auf die 
jeweilige Therapie reagiert, bleibt dabei vorerst eine Unbekannte, da es aufgrund der Indi-
vidualität eines jeden Tumors nicht möglich ist, die individuelle Tumorantwort auf statistischen 
Daten basierend sicher vorauszusagen [52]. Folglich werden Patienten Therapien – inklusive 
aller damit einhergehenden toxischen Nebeneffekte – unterzogen, obwohl deren individuelle 
Sinnhaltigkeit nicht ausreichend begründet ist: Oft erweisen sich onkologische Therapien als 
unwirksam bzw. beeinflussen die Prognose negativ. Bis klar ist, wie eine bestimmte Therapie 
wirkt, vergeht in aller Regel viel Zeit, werden potentiell bessere Therapien ausgeschlossen und 
durch ungeeignete Behandlung Resistenzbildung getriggert und der Tumorprogress nicht auf-
gehalten. Dies kann fatale Folgen haben.  
Es wäre deshalb ein enormer Erfolg für die Medizin, gezielt überlegene Krebstherapien mit Hilfe 
prädiktiver Chemosensitivitätstests auszuwählen und prädiktive Testungen routinemäßig in den 
Klinikalltag zu integrieren. Die individualisierte Chemotherapie als eine Teilkomponente der 
gezielten, personalisierten Krebstherapie zu ermöglichen birgt das Potential, unter 
Berücksichtigung der genetischen Eigenschaften der Tumorzelle die für den Patienten optimale 
Therapie zu finden [58]. Neben den prädiktiven Chemosensitivitätstestungen, die ähnlich einem 
Antibiogramm die zytotoxische Ansprechbarkeit auf eine bestimmte Substanz testen, spielt die 
genetische Typisierung von Tumoren eine immer größere Rolle innerhalb onkologischer 
Forschungsstudien. Gerade in den letzten Jahren konnte erneut und in großem Ausmaß u.a. durch 
die Identifikation bestimmter, auf die Karzinogenese Einfluss nehmender individueller 
biologischer Marker, für Therapieansprechen oder Wirkungslosigkeit bestimmter (insbesondere 
zielgerichteter) Therapien das Interesse für gezielte Krebstherapie geweckt werden. Laut eines 
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aktuell erschienen Artikels der Boston Consulting Group ist „eine starke Zunahme der 
Biomarker-Verwendung in klinischen Studien in den letzten 20 Jahren, und zwar von ca.4% vor 
1990 bis auf 20% aller industriegesponserten Studien in den Jahren seit 2005“ zu verzeichnen, 
was die Aktualität der Thematik beweist [160]. Über ⅓ aller onkologischen Studien werden 
derzeit unter begleitender Bestimmung biologischer Marker durchgeführt [160]. Für Tumore des 
Kopf- und Halsbereiches ist allerdings bisher, trotz vieler bereits detektierter Biomarker, die 
klinische Nutzbarkeit weitestgehend nicht geklärt [143]. Aktuell wird eine Vielzahl von 
Biologicals, welche eine Rolle bei der Karzinogenese von HNSCC zu spielen scheinen, in 
klinischen Phase I-III Studien auf ihre Wirksamkeit geprüft [59].  
Es ist ein nicht allzu zukunftsfernes Ziel, mit Hilfe von Tumordatenbanken die gesamten 
genetischen Informationen eines diagnostizierten Tumors zu speichern und es somit auch lang-
fristig zu ermöglichen, Veränderungen des Tumorgenoms zu erfassen. Die Phänotypisierung 
kann über die Erfassung von Biomarkern die Medikamente oder deren Kombination selektieren, 
welche das größte Wirksamkeitspotenzial besitzt. Die augenscheinlich beste 
Medikamentenkombination ließe sich anschließend im Ex-vivo-Modell anhand entnommener 
Tumorbiopsate verifizieren und könnte im Folgenden dem Patienten verabreicht werden. 
Allerdings ist zu bedenken, dass die Gegebenheiten innerhalb einer Zellkultur nur ansatzweise 
den Gegebenheiten in vivo entsprechen. Tumorwachstum ist stark abhängig von seiner 
Anbindung an Nährstoffe liefernde Blutgefäße, von der Versorgung mit Sauerstoff sowie dem 
pH-Wert, der Lage der Tumorzellen zueinander und zum umliegenden Gewebe, von 
Proliferations-beschleunigenden oder -hemmenden Metaboliten, der Expression von 
Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Proteasen und Antikörpern („tumor-microenvironment“) etc. 
[118, 149, 168]. Diese regionären Faktoren lassen sich in vitro nur sehr marginal simulieren. Eine 
Abnormalität des nicht-kanzerösen Gewebes, d.h. des „tumor-microenvironment“, kann überdies 
die Malignität des tumorösen Gewebes sogar begünstigen und verstärken [64].  
Auch die Wirkung der eingesetzten Substanzen kann aufgrund des abweichenden Stoffwechsels 
der Zellen ex vivo anders ausfallen als in vivo, Pharmakokinetik und –dynamik aufgrund der 
fehlenden lokalen Einflüsse verändert vorliegen.  
Es ist demnach durchaus zu diskutieren, inwiefern von in vitro ermittelten Daten auf die klinische 
Effizienz geschlossen werden kann. Dennoch stellen Chemosensitivitätstestungen eine geeignete 
Methode dar, um Anhaltspunkte zu bekommen beispielsweise bzgl. der allgemeinen 
Ansprechbarkeit eines Tumors, der Effektstärke bestimmter Dosierungen oder der 
Konzentrationsverhältnisse. Weil die Möglichkeit gegeben ist, für einen Tumor eine Vielzahl 
experimenteller Reihen anzusetzen, die reproduzierbar und standardisiert auswertbar sind, lassen 
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sich durch Chemosensitivitätstestungen akkurate Daten ermitteln und durch statistische 
Analysen valide Aussagen treffen. 
4.2.1 Effizienz von 5-FU in den Ex-vivo-Chemosensitivitätstestungen an Tumorzellen  
Die Auswertung der Ex-vivo Chemosensitivitätstestungen der biopsierten Tumore erfolgte wie 
unter 2.2.5ff beschrieben über die Bestimmung der Koloniebildung bzw. deren Unterdrückung. 
Da es sich bei den für meine Arbeit entnommenen Tumorproben um Direktpräparate verschie-
dener Entitäten handelte, ist davon auszugehen, dass sich die einzelnen Proben hinsichtlich ihrer 
Histologie und damit konsekutiv auch in ihrer pharmakologischen Heterogenität stark 
unterscheiden. Makroskopisch lässt sich in der Regel nicht eindeutig zwischen malignem und 
benignem Gewebe unterschieden, der Anteil nicht tumorösen Gewebes (Stroma) variiert 
zwischen den Resektaten erheblich. Dass dies eine gewisse Relevanz für die Chemoresponse ex 
vivo getesteter Tumore spielen kann, zeigte Horn in ihrer experimentellen Arbeit mit 
Tumorzellen des Kopf-und Halsbereiches, innerhalb derer bei der zytostatischen Behandlung mit 
Cis und DTX eine erhöhte Chemoresistenz von Stromazellen im Gegensatz zu Zellen epithelialen 
Ursprungs bestimmt worden war [91, 92]. Durch die spezifische Fluoreszenzmarkierung von 
Epithelzellen über den Anti-Zytokeratin-Antikörper konnte mikroskopisch eine Differenzierung 
zu stromalem Gewebe erreicht werden; die in meiner Arbeit ermittelten Ergebnisse der Ex-vivo-
Chemosensitivitätstestungen von HNSCC repräsentieren folglich ausschließlich die Reaktivität 
kanzerogener Zellen. 
Wie bereits im Ergebnisteil unter 3.4ff beschrieben, konnte innerhalb der Testungsreihen der 21 
HNSCC gezeigt werden, dass sowohl Cis und DTX allein, als auch in Kombination mit 5-FU 
(TP, TPF), in Dosisgrößen, die tolerierbaren Plasmalevel entsprechen, zu einer signifikanten 
Hemmung der Epithelzellkoloniebildung führte. Dieser Effekt zeigte sich am ehesten 
proportional zur eingesetzten Dosis. Als Monosubstanz eingesetzt führte Cis im Vergleich zu 
DTX zu einer stärkeren Suppression der Koloniebildung; in allen Experimenten der unter-
schiedlichen Konzentrationsverhältnisse zeigte die kombinierte Therapie mit Cis und DTX eine 
Erhöhung des supprimierenden Effektes (verglichen mit den Effekten als Einzeltherapeutikum). 
Die Testansätze in Binärkombinationen wiesen für die Kombination aus 5-FU mit Cis einen 
deutlich stärkeren koloniebildungshemmenden Effekt auf. Die Kombination von 5-FU mit DTX 
hingegen konnte, verglichen zu den Testungen mit DTX als Einzelsubstanz, keine Erhöhung oder 
Erniedrigung der Effektivität aufweisen. 
Die simultane Exposition von Cis und 5-FU führte zu einer stärkeren Hemmung der Kolonie-
bildung als die Simultanexposition mit DTX und 5-FU.  
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Der die Koloniebildung hemmende Effekt der Kombination aus Cis und DTX war verglichen 
mit den Binärkombinationen mit 5-FU stärker ausgeprägt. Ein wirkungssteigernder Effekt hin-
sichtlich der Suppression der Koloniebildung war allerdings ab einer Cis-Konzentration von 
3,33 µM (= ½ TPL) durch eine Dosiserhöhung von DTX 138 nM (= ¼ TPL) nicht mehr zu 
erreichen (vgl. Abb. 27 und 28). Der stärkste suppressive Effekt konnte in den Testungen der 
ternären Mischungen mit Cis, DTX und 5-FU (TPF) beschrieben werden. 
Wie erwartet war hier verglichen mit binären Kombinationen in allen Konzentrationen und 
Konzentrationsverhältnissen die Inhibition der Koloniebildung am ausgeprägtesten. Die Abb. 29 
und 30 verdeutlichen die individuelle Wirkung von Cis in Binär- und Ternärkombination mit 
DTX und 5-FU. Ein Vergleich beider Darstellungen lässt die starke Einflussnahme von 5-FU auf 
die Koloniebildung der HNSCC erkennen.  
Gemeingültig ist, dass durch Hinzugabe von 5-FU der gewünschte Effekt verstärkt und die 
Koloniebildung in jeder Konzentrationsstufe und in jedem Verhältnis von Cis und DTX stärker 
unterdrückt wird. Dies trifft indes nicht auf (zu) niedrige Dosierung von Cis bei ¼ TPL sowie 
die höchste Dosis von DTX (TPL) bei Simultanexposition mit 5-FU zu; hier konnte ein 
stimulierender Effekt auf die Koloniebildung dokumentiert werden. Wird die DTX-
Konzentration demnach zu hoch und die simultan applizierte Cis-Konzentration im Gegensatz 
dazu unterhalb des maximal tolerierbaren Plasmalevels gewählt, können unerwünschte Effekte 
resultieren, welche die Gesamtwirkung ungünstig beeinflussen. Erklärend für die Auswahl der 
Darstellungsform aller Einzelwerte als logarithmisierte und lineare Boxplots (Abb. 19 bis 28) ist 
zu erwähnen, dass so am besten eine Interpretation der Ergebnisse ermöglicht wird, was bei 
Darstellungen des arithmetischen Mittels nicht gegeben ist. Wie in 2.2.5ff beschrieben, erfolgte 
die Testung der HNSCC für jede Konzentrationsstufe und -kombination im Duplikat. Bei der 
Bewertung der Koloniebildung unter dem Mikroskop konnte bei einigen Tumoren eine starke 
Heterogenität innerhalb einer Probe identifiziert werden. Konkret bedeutet dies, dass die Antwort 
kanzerogener Zellen eines Individuums bei identischen Bedingungen (identische Konzentration 
der zytotoxischen Substanzen und identische Tumormasse pro Volumen) teilweise signifikant 
variierte. Während es beispielsweise bei einer DTX-Konzentration von ¼ TPL und einer Cis-
Konzentration von ½ TPL in einer der getesteten Kavitäten zu einer kompletten Unterdrückung 
der Koloniebildung gekommen war, so konnten sich im Duplikat einige Zellen dem 
zytotoxischen Einfluss der Chemotherapeutika entziehen und sich damit Resistenz einiger Zellen 
gegenüber dieser Kombination aufdecken lassen. Die Darstellung der Spannweite der Ergebnisse 
über Boxplots ist geeigneter als Darstellungen arithmetischer Mittelwerte, weil so die 
Heterogenität innerhalb des Datensatzes und der gegenüber den Tumoren bei verschiedenen 
Behandlungen differente Effekt auch hinsichtlich der Spannweiten veranschaulicht wird. Ein 
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durch ausschließliche Darstellung von Mittelwerten unweigerlich bewirkter Verlust von für die 
Interpretation der Ergebnisse für den einzelnen Tumor bzw. Patienten notwendigen Daten wird 
so vermieden. 
Die Tatsache, dass alle drei erprobten Zytostatika allein und in Mischung, allgemein zytostatisch 
auf die Tumorzellen der HNSCC wirkten, überrascht nicht. Interessant ist allerdings die 
differenzierte Beleuchtung ihrer Wirkung als Monosubstanzen und im Vergleich dazu in ihren 
Kombinationen, d.h. ihrer Interaktionsweise. Dafür kommen theoretisch mehrere Modi in 
Betracht (siehe Einleitung 1.5 ff sowie die entsprechenden Abschnitte im Ergebnisteil ab 3.3 ff 
und die Diskussion ab S. 52 ff).  
Die Literatur zu den von mir erprobten Zytostatika zeigt, dass bisher kein allgemein akzeptierter 
Konsens hinsichtlich ihrer Interaktionsmodi existiert. Die in experimentellen Studien erfasste 
Datenlage ist höchst uneinheitlich [36, 111, 142]. Meine Ergebnisse zeigen den entsprechend der 
differenten Zielstrukturen der Therapeutika zu erwartenden Mischungseffekt, der am besten mit 
dem Modell der unabhängigen Wirkung (IA) zu beschreiben ist. Das kommt aus mechanistischen 
Erwägungen sowohl bei den Experimenten mit KB-Zellen, aber auch denjenigen mit HNSCC 
am ehesten in Betracht. Bei KB-Zellen äußert sich dieser Interaktionsmechanismus in Form einer 
geringeren Wirkung (bogenförmig erhöhter Verlauf der Isobolen bzw. in der Grafik für MTT-
Metabolismus bei Mischungsexperimenten, vgl. Abb. 9 und 10) sowohl für Cis+5-FU als auch 
DTX+5-FU. Unter Verwendung der Jin-Formel ergaben sich auch bei HNSCC entweder additive 
oder sogar antagonistische Wirkungen für die Kombination von 5-FU mit den anderen zwei 
Chemotherapeutika, so dass von einer nicht dem Modell der Konzentrationsadditivität (CA) 
gehorchenden Interaktion auszugehen ist.  
Wahrscheinlich sind ebenso die beobachteten geringeren zytotoxischen Effekte (erhöhten 
Isobolen) innerhalb bestimmter Konzentrationsverhältnisse von DTX und Cis in den durch 
unterschiedliche Angriffspunkte (Targets) auch differenten Wirkungsweisen der Therapeutika 
begründet. Da eine solche gegenläufige Wirkung der sonst auch in Kombination zytotoxisch 
wirksamen Substanzen allem Anschein nach nur bei eingrenzbaren Konzentrationsverhältnissen 
zu Tage tritt, kann es sein, dass die Wirksamkeit der einen Substanz zu einer Verminderung der 
Effizienz der anderen Substanz an ihrem Zielort führt. Des Weiteren kann davon ausgegangen 
werden, dass es zu einer Beeinflussung der Interaktion auf zellulärer Ebene kommt, da es in Ex-
vivo-Testungen zu einem Wegfall des physiologisch heterogenen, leicht beeinflussbaren macro- 
und micro-environments kommt. DTX verhindert die regelrechte Ausbildung der 
Spindelapparate und somit konsekutiv die mitotische Teilung der Zelle. Der Zellzyklus der Zelle 
wird damit in der G2M-Phase arretiert. Cis hingegen führt durch die Induktion von 
Punktmutationen und DNA-Strangbrüchen sowie eine damit einhergehende Hemmung 
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bestimmter Reparaturmechanismen plus Eiweißsynthesestörung zur Apoptose der Zelle während 
des gesamten Zellzyklus und ist demnach nicht wie DTX nur phasenspezifisch wirksam [75]. 
Daher ist es vorstellbar, dass erhöhte DTX-Konzentrationen durch die Inhibition der Proliferation 
dazu führen, dass Cis vermehrt auf nicht-proliferierende Tumorzellen trifft und seine 
Wirksamkeit vermindert. Wie in dieser Arbeit gezeigt, erklärt diese mechanistische Vorstellung, 
warum eine ungünstige hohe DTX-Konzentration bei gegebener Cis-Konzentration in einer 
unerwünschten Erniedrigung der Effizienz resultiert. Ein „Feintuning“ der gemeinsam 
applizierten Dosen der Therapeutika auch in vivo erscheint demnach in diesem Kontext 
besonders wichtig und erstrebenswert. 
Natürlich ist die Frage aufzuwerfen, ob die mit der Untersuchung einer sehr begrenzten Zahl von 
Biopsaten erhobenen Daten übertragbar sind, weil sie allgemeingültigen Charakter haben, oder 
aber nur für einige wenige Patienten mit speziellen Charakteristika zutreffend sind. Dies habe 
ich anhand des Χ2-Tests geprüft.  
Bei Frauen und Männern gab es keine signifikanten Differenzen in der Reaktivität gegenüber 
Cis, Cis+5-FU wie auch DTX und DTX+5-FU. Gleichermaßen fand ich keine statistisch sicheren 
Unterschiede der Koloniebildungsfähigkeit unter Ex-vivo-Chemotherapie bei HNSCC 
verschiedener Lokalisationen. Ohne signifikanten Einfluss war das UICC-Stadium der Patienten 
auf eine möglicherweise unterschiedliche Reaktivität der Biopsate der Tumoren. Auch der TNM-
Status zeigte weder für T noch für N eine differente Effizienz der Ex-vivo-Chemotherapie. 
Allerdings rauchten die Patienten mit UICC III signifikant weniger als Patienten mit UICC IVA 
und IVB (p<0,01). Dies erscheint besonders bedeutsam, weil die Differenzen in der 
Chemoresponse der HNSCC von Rauchern und Nichtrauchern bzw. Patienten mit ≤20 Packyears 
deutlich differieren. Insofern scheinen die besseren Ergebnisse (stärkere Verminderung der 
Koloniebildung unter Chemotherapie ex vivo) auf die geringere Exposition gegenüber 
Tabakgiften zurückzuführen zu sein. Hierbei ist dennoch weiter zu berücksichtigen, dass die 
Patienten mit geringerer Tabakexposition, die ein besseres Ansprechen ex vivo aufwiesen, auch 
einen höheren Anteil früherer UICC-Stadien darstellten. Dieser Confounder erwies sich zwar als 
statistisch nicht signifikant (p>0,05), verdient aber Erwähnung. 
Die Analyse der Interaktionsmodi auf individueller Ebene der HNSCC ermöglicht die exakte 
Zuordnung und Verteilung der Ergebnisse, welche aus den Chemosensitivitätstestungen mit KB-
Zellen sowie HNSCC gewonnen worden waren. Der Wirkungseffekt der Binär- und 
Ternärkombinationen mit 5-FU, Cis und DTX entspricht in den meisten Fällen einer additiven 
Wirkungsweise auf Basis einer unabhängigen Interaktion, wie dies auch den Berechnungen nach 
Jin zugrunde liegt. Wie bereits beschrieben gibt es hinsichtlich der Häufigkeit des Auftretens von 
Antagonismus und auch Synergismus signifikante Abhängigkeiten von den gewählten 
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Konzentrationsstufen und –verhältnissen. Meine in den Tabellen 6 bis 8 zu findenden Ergebnisse 
in Zusammenschau mit den in Abbildung 29 und 30 zu findenden Mustern belegen eindeutig, 
dass eine beliebige Kombination von Cis, DTX und 5-FU zu Wirksamkeitsverlust führen kann. 
Allgemein geht mit der Dreierkombination eine verstärkte Wirksamkeit hinsichtlich der 
Unterdrückung der Koloniebildung einher. Die Ex-vivo-Ergebnisse zeigen aber auch klar auf, 
dass in der Therapie von HNSCC insbesondere eine zu geringe Dosierung von Cisplatin einen 
Wirksamkeitsverlust bei bis zu einem Drittel der Patienten ergeben, und dieser 
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Die Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (HNSCC) sind eine innerhalb der letzten 
Dekaden in der Inzidenz und Prävalenz weiterhin steigende Tumorentität (RKI 2012) mit 
unverändert schlechter Prognose. Für die Behandlung von HNSCC stehen in Abhängigkeit des 
Tumorstadiums, des histologischen Gradings sowie der Operabilität neben (radikaler) 
chirurgischer Intervention Strahlen- und Chemotherapie sowie deren Kombination zur Verfü-
gung. Durch neuere Kombinations-Chemotherapien, die auch 5-Fluorurazil als Therapeutikum 
einschließen und die als Induktionschemotherapie oder auch simultan mit Standard- oder 
akzelerierter und intensitätsmodulierter Radiotherapie eingesetzt werden, können Metastasie-
rungs- und Rezidivraten und Fernmetastasierung reduziert werden. Auch wird durch solche 
multimodale Therapiekonzepte inklusive Induktionschemotherapien längerfristig das Ziel des 
Organfunktionserhaltes realisiert. Allgemein ergaben sich durch Hinzunahme weiterer 
Zytostatika Wirksamkeitssteigerungen, mit denen assoziiert in vivo aber nach aller Wahrschein-
lichkeit auch verstärkte (toxische) Nebenwirkungen einhergehen werden, weshalb der 
Dosiseskalation Grenzen gesetzt sind. Wegen der Eskalation der Chemotherapie unter Hinzu-
nahme von Chemotherapeutika wie Docetaxel (T) werden nunmehr sehr häufig statt binärer 
Kombination von 5-Fluorurazil und Cisplatin (PF) ternäre Kombinationen (TPF) eingesetzt. 
Damit einhergehend ergaben sich in manchen Studien (DeLOS II) erhöhte toxische adverse 
Therapieeffekte, wodurch die Frage aufgeworfen wurde, welchen Stellenwert 5-Fluorurazil in 
solchen Kombinationen zukommt und ob nicht etwa binäre Kombinationen von Cisplatin und 
Docetaxel (TP) einen gleichwertigen Therapieerfolg sichern können. Diese Frage und weitere 
Fragen bezüglich optimaler Kombinationen verschiedener an den tolerierbaren Plasmalevels 
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(TPL) der Therapeutika orientierter Dosiskombinationen zu klären, war Motivation für die vor-
liegende Arbeit. Um eine Abnahme der therapieassoziierten Toxizitäten bei gesicherter 
Wirksamkeit zu erreichen, wäre unter Inkaufnahme einer wenn überhaupt nur sehr gering 
reduzierten Ansprechrate durch kombinationsabhängige Dosisreduktion auf ein Maß, das immer 
noch erhöhte Ansprechraten wie bei Applikation der Einzelsubstanz oder einer binären 
Kombination erzielt, der Einsatz ternärer Kombinationen in optimierten Dosisverhältnissen 
möglicherweise sinnvoll. Insofern ist von Relevanz, dass in klinischen Studien wegen der ein-
geschränkten Möglichkeit, mehrere Studienarme mit unterschiedlichen Dosis-Verhältnissen zu 
prüfen, kaum Informationen zu erzielen sind, ob die durch Dosisreduktion aller Komponenten 
ermöglichten Kombinationen ein Optimum darstellen. Dies war ebenfalls ein Ausgangspunkt 
dieser Arbeit, die über den Nachweis optimaler Kombinationen für den Großteil der untersuchten 
HNSCC einen Beitrag zur Optimierung der Konzentrationsverhältnisse von Docetaxel (DTX) 
und Cisplatin (Cis) bei anwesendem 5-Fluorurzil (5-FU) in der Therapie von HNSCC leistet. Vor 
der Durchführung der Hauptversuche an Tumorzellen wurde zur Bestimmung des konzentrati-
onsabhängigen Wirkprofils von 5-FU und der Bestimmung des Interaktionsmechanismus von 5-
FU + Cis bzw. 5-FU + DTX eine Reihe Tests an KB-Zellen, eine Zelllinie, welche im Rahmen 
zytotoxischer Chemoresponsetestungen gerne für Referenzzwecke genutzt wird, durchgeführt, 
um die Hypothese einer unabhängigen Wirkung der eingesetzten Therapeutika über 
mechanistische Untersuchungen im Fixed-Ratio-Design durchzuführen. Sowohl für PF wie auch 
für TF konnte im MTT-Test das Modell einer unabhängigen Proliferationsunterdrückung als 
wahrscheinlicher Mechanismus experimentell bestätigt werden. Dabei ergab sich bei höheren 
Konzentrationen der Therapeutika eine Additivität der Effekte, nicht jedoch bei niedrigen 
Konzentrationen der Therapeutika unterhalb von jeweils einem Viertel der Konzentration mit 
halbmaximaler inhibierender Wirkung (IC50). Bei den zu niedrigen Konzentrationen ergaben sich 
nicht nur verminderte Effekte hinsichtlich der Wirksamkeit der Therapeutika, sondern 
Proliferation stimulierende Effekte. Auf Basis der mit den KB-Zellen erhobenen Daten wurden 
die Hauptuntersuchungen an HNSCC durchgeführt. Diese Hauptversuche, die der Bestimmung 
der vorherrschenden Mechanismen der zytostatischen Interaktionen und des Einflusses 
verschiedener Dosis-Verhältnisse (DR, dose ratio) und Dosis-Größen (DL, dose level) bei 
primären Tumoren dienten, erfolgten anhand der Proben sowohl primärer Tumoren 
verschiedener Lokalisationen als auch lokoregionärer Metastasen von insgesamt 34 Patienten mit 
gesichertem HNSCC. Die Tumorbiopsate wurden mechanisch zerkleinert und durch Hinzugabe 
von Kollagenase verdaut, um eine Vereinzelung der Zellen zu generieren. Anschließend erfolgte 
qualitätskontrolliert (Mitführung der KB-Zellen zur Verifizierung der experimentellen 
Bedingungen und der applizierten Konzentrationen) die Zytostatikaexposition mit DTX und Cis 
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in jeweils drei Konzentrationsstufen; entsprechend einem Viertel, einem Halb und der exakten 
TPL mit und ohne Hinzugabe von 1,5 µM 5-FU (entsprechend TPL). Nach einer Inkubationszeit 
von etwa 72 h wurden die Tumorzellen gewaschen, ethanolfixiert und mit einem Pan-Zytokera-
tin-Antikörper und dieser mit einem floureszierenden Cy2-AK markiert. Unter dem Mikroskop 
erfolgte die Auszählung der unter Zytostatika-Einfluss gewachsenen Zellkolonien. Es wurden 
nur jene Ansätze in die Arbeit eingeschlossen, die in den Kontrollkavitäten (ohne Zytostatikum) 
eine Koloniebildung (CF) von ≥4 zeigten, wodurch die Bestimmung der IC50 möglich war. 
Insgesamt war das bei 21 von 34 Patienten der Fall, die allgemeine Anzüchtbarkeitsrate und 
Möglichkeit, die prädiktive Testung valide auswerten zu können, lag somit bei 61,8%. Es konnte 
mit meiner Arbeit gezeigt werden, dass sowohl Cis und DTX allein, als auch in binärer (TP) und 
in ternärer Kombination mit 5-FU (TPF), in Dosierungen, die zu tolerierbaren Plasmalevel 
führen, innerhalb von 72 h Einwirkung der Therapeutika eine signifikante Hemmung der 
Epithelzellkoloniebildung bewirken. Allgemein war zu beobachten, dass der hemmende Effekt 
auf die Koloniebildung zumeist proportional zur eingesetzten Dosis höher war. Cis führte beim 
Einsatz als Monosubstanz zu einer stärkeren Hemmung der Koloniebildung als DTX; die 
Kombination beider Therapeutika zeigte in allen Testungsreihen der unterschiedlichen 
Konzentrationsverhältnisse eine Verstärkung der Hemmung gegenüber der Applikation als 
Einzelsubstanz. Während bei der Simultanexposition von Cis und 5-FU eine Verstärkung der 
Suppression noch sichtbar war, ist dieser Effekt für die Kombination DTX und 5-FU geringer 
ausgeprägt. Die Kombination aus Cis und DTX zeigte im Vergleich zu den Binärkombinationen 
mit 5-FU eine stärkere zytostatische (Koloniebildung vermindernde) Wirkung. Es ist allerdings 
anzumerken, dass ab einer Cis-Konzentration von ≥3,33 µM (= ½ TPL) durch eine 
Dosiserhöhung von Docetaxel >138 nM (= ¼ TPL) kein signifikanter Zugewinn hinsichtlich 
einer Inhibierung der Koloniebildung zu verzeichnen war.  
Insbesondere in den Testungen der ternären Mischungen mit Cis, DTX und 5-FU (TPF) ergab 
sich deutlich der stärkste unterdrückende Effekt auf die Koloniebildung. Allgemein gilt, dass 
durch Hinzugabe von 5-FU der gewünschte Effekt verstärkt und die Koloniebildung in jeder 
Konzentrationsstufe und in jedem Verhältnis von Cis und DTX stärker unterdrückt wird. Aus-
genommen davon sind (zu) niedrige Dosierung von Cis bei ¼ TPL sowie die höchste Dosis von 
DTX (TPL) bei Simultanexposition mit 5-FU; hier kommt es zu einer deutlich gesteigerten 
Resistenz respektive stimulierter Koloniebildung der Epithelzellen. Diese Ergebnisse lassen 
darauf schließen, dass einerseits die DTX-Konzentration nicht zu hoch, andererseits aber die Cis-
Konzentration gegensätzlich zu den Verhältnissen bezüglich DTX nicht unterhalb der Hälfte der 
maximal tolerierbaren Plasmakonzentrationen gewählt werden darf, um nicht über ein 
ungünstiges Zusammenwirken der durch die Therapeutika bewirkten Effekte die 
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Gesamtwirksamkeit zu beeinträchtigen. Insofern zeigt meine Arbeit auf, wie potentiell 
erfolgreichere Therapieregime mit Zytostatika-Kombinationen in dieser Hinsicht optimal 
gestaltet werden könnten. In binären Mischungen zeigte sich eine ungefähre Gleichwertigkeit 
von TP und PF, wobei allerdings bei einigen Tumoren TP ungünstiger lief als bei PF (dies ist ein 
Argument für die prädiktive Ex-vivo-Testung der Tumoren vor Therapiebeginn). Es ergaben sich 
in ternären Ansätzen fast einheitlich höhere Effekte als in binären Mischungen. Daher ist TPF 
sowohl TF als auch TP und PF überlegen. Allerdings zeigen sich auch hier Abhängigkeiten von 
DR und DL (s. o.). Es konnte geschlussfolgert werden, dass 5-FU mit einer möglichst hohen 
Konzentration von Cis in Kombination mit einer niedrigeren Konzentration von DTX einer 
Kombination von 5-FU mit niedrigdosiertem Cis in Kombination mit höheren DTX-
Konzentrationen in seiner Wirksamkeit definitiv überlegen ist. Die Nutzung von TPF mit 
möglichst hohen Konzentrationen von Cis und – wenn notwendig – Dosisreduktion am ehesten 
bei DTX erscheint bei den meisten HNSCC die wirksamste Chemotherapie zu sein. 
Abschließend wurde von mir mittels statistischer Tests geprüft, ob sich die Ergebnisse 
allgemeingültig oder aber in Abhängigkeit von bestimmten Charakteristika der Tumoren 
formulieren lassen. Trotz allgemein stärkerer Koloniebildung und besserem Ansprechen auf die 
Zytostatika bei T3-Tumoren ließen sich weder für unterschiedliche TNM-Kategorien und 
Stadien III-IVB (entsprechend der UICC-Kriterien) noch geschlechtsspezifisch signifikante 
Einflüsse auf die Ansprechraten zeigen. Lediglich für eine niedrigere Tabakexposition zeigte sich 
eine positive Korrelation zum Ansprechen auf die Therapeutika und deren Kombinationen. 
Allerdings ist bei der Interpretation dieses Ergebnisses auch zu berücksichtigen, dass die 
Patienten mit geringerem Tabakkonsum auch einen höheren Anteil früherer Tumorstadien 
aufwiesen (Confounder). Zusammenfassend ist festzustellen, dass 5-FU einen wertvollen 
Bestandteil von Kombinations-Chemotherapien darstellt, der ex vivo grundsätzlich zu einer 
Verstärkung der Tumor-supprimierenden Effekte der Zytostatika Cis und DTX in binären (PF 
oder TF) und ternären Kombinationen (TPF) führt und insofern seinen aktuellen Stellenwert in 
der Onkologie von HNSCC belegt. Der Verzicht auf 5-FU (TP) führt ex vivo zu einer 
Verminderung der Wirksamkeit bei der Mehrzahl der untersuchten HNSCC. Diesen 
Wirksamkeitsverlust in vivo durch Hinzunahme anderer Therapeutika, beispielsweise 
zielgerichtete Therapeutika wie Biologicals (Antikörper wie Cetuximab) oder Small Molecules 
(Tyrosinkinaseinhibitoren) zu TP zu kompensieren, mag einen Weg darstellen, um besser 
verträgliche Therapiekonzepte zu realisieren. Dieser Ansatz, über TP plus Cetuximab (E) einen 
vergleichbaren Organerhalt zu realisieren wie mit TPF, wird gerade innerhalb DeLOS II [51] 
überprüfbar, da dort die Patienten initial eine Induktionschemotherapie mit TPF±E erhielten und 
nachfolgend auf TP±E umgestellt wurde. Da die Ex-vivo-Daten wahrscheinlich machen, dass TP 
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gegenüber TPF zumindest bezüglich der Kurzzeit-Wirkung allgemein unterlegen ist, bleibt zu 
hoffen, dass über TP+E eine mit TPF vergleichbare Therapieeffizienz erreicht werden kann. Da 
meine Daten belegen, dass bei fast einem Drittel der Patienten durch 5-FU der allgemein 
gefundene wirksamkeitssteigernde Effekt nicht eintrat, sondern vielmehr ein 
Wirksamkeitsverlust im Vergleich zu TP resultierte, ist zumindest für diese Gruppe von Tumoren 
eine Wirksamkeitssteigerung über die Optimierung der TP-Dosierung wahrscheinlich besser 
erreichbar. Da vor Therapiebeginn über die Zugehörigkeit der Patienten zu der einen oder 
anderen Gruppe (derjenigen, die von TPF klar profitiert) keinerlei Informationen vorliegen, 
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